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RESUMEN 
 
Introducción.- Poder predecir el riesgo individual de toxicidad severa inducida por la 
quimioterapia basada en fluoropirimidinas sería un extraordinario avance en la 
personalización del tratamiento del cáncer colorrectal. Las fluoropirimidinas, 
principalmente 5-fluorouracilo y capecitabina, siguen constituyendo el pilar 
fundamental del tratamiento del cáncer colorrectal. Se ha demostrado que la genética 
del paciente es un factor fundamental en la forma en que dicho paciente responde a un 
fármaco. Hasta el momento, se han identificado algunos polimorfismos en genes 
implicados en la farmacocinética y farmacodinamia de las fluoropirimidinas. De hecho, 
ciertas guías de práctica clínica recomiendan el genotipado de algunas variantes en 
DPYD, el mayor metabolizador de 5-fluorouracilo, con el fin de estimar el riesgo de 
toxicidad. Sin embargo, el valor predictivo de estas pruebas genéticas sigue siendo 
claramente insuficiente, lo que dificulta su implantación real en la práctica clínica. Es, 
por tanto, necesario identificar nuevas variantes genéticas asociadas a toxicidad severa 
a fluoropirimidinas mediante nuevas aproximaciones para mejorar los test 
farmacogenéticos actuales. La selección de tag-SNPs y la secuenciación masiva de 
exomas podrían revelar nuevas variantes genéticas asociadas a toxicidad y/o validar las 
ya existentes, además de ofrecer una visión general del perfil farmacogenético. 
Objetivos.- Identificar nuevas variantes genéticas asociadas a toxicidad inducida por 
capecitabina y/o validar las ya existentes mediante la selección de un grupo de tag-SNPs 
y secuenciación de exomas de pacientes con toxicidad severa a este fármaco y posterior 
análisis en genes asociados con la farmacocinética y farmacodinamia de las 
fluoropirimidinas. 
Material y métodos.- Estudio observacional, ambispectivo y multicéntrico en el que se 
incluyeron pacientes con cáncer colorrectal tratados con regímenes quimioterápicos 
basados en capecitabina. El estudio fue aprobado por los Comités Éticos de Investigación 
Clínica locales y todos los pacientes firmaron el consentimiento informado. 
Por un lado, se seleccionaron 23 tag-SNPs en los genes CDA, CES1, DPYD, ENOSF1, 
SLC22A7, TYMP, TYMS y UMPS que fueron genotipados en el Centro Nacional de 
Genotipado- Plataforma de Recursos Biomoleculares y Bioinformáticos – Instituto de 
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Salud Carlos III mediante la tecnología OpenArray® en una cohorte de 301 pacientes con 
cáncer colorrectal que habían recibido quimioterapia basada en capecitabina.  
Por otro lado, se secuenciaron 8 exomas de pacientes con reacciones adversas graves 
(grado>2) tratados con regímenes quimioterápicos basados en capecitabina, en un 
secuenciador Ion ProtonTM utilizando el kit ION AmpliseqTM Exome RDY v3. Los SNPs no 
sinónimos localizados en regiones codificantes y clasificados como dañinos o 
probablemente dañinos por herramientas de análisis de funcionalidad de proteínas 
como Sorting Intolerant from Tolerant y Polymorphism Phenotyping v2, fueron 
genotipados en una cohorte de 319 pacientes para estudiar su posible asociación con 
toxicidad severa. 
En ambas aproximaciones se establecieron dos grupos de pacientes en base a la 
clasificación Common Terminology Criteria for Adverse Events v4.0 dependiendo del 
grado de toxicidad desarrollada (nula/moderada, de 0 a 2, versus severa, mayor o igual 
a 3). El estudio de las asociaciones entre variantes genéticas y toxicidad se realizó 
mediante el test χ2 de Pearson de asociación lineal por lineal (SPSS v15.0) y el análisis 
multivariante de las asociaciones previamente significativas incluyendo como variables 
de confusión sexo, tipo de cáncer, hospital, estado funcional y fármacos concomitantes.  
Por último y para evaluar la posibilidad de que la toxicidad observada fuera fruto del 
sumatorio de pequeños efectos de variantes en DPYD se llevó a cabo un estudio con los 
polimorfismos en este gen encontrados en regiones codificantes mediante 
secuenciación masiva de exomas. Para ello, se analizaron las reacciones adversas 
severas en la población de 319 pacientes y se generó una puntuación según el número 
de variantes de riesgo. 
Resultados.- El análisis de los tag-SNPs reveló que 10 de ellos estaban asociados con 
reacciones adversas severas a regímenes quimioterápicos basados en capecitabina 
(p<0,05): rs12726436, rs2072671 y rs1048977 en CDA; rs12119882 en DPYD; rs2270860 
y rs4149178 en SLC22A7; rs2853741 en TYMS; rs699517 común a TYMS y ENOSF1 y 
rs2279199 y rs4678145 en UMPS. A excepción de rs2072671, la asociación entre dichos 
polimorfismos genéticos y riesgo de toxicidad inducida por capecitabina no había sido 
descrita previamente. 
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Por otra parte, se identificaron 17 variantes genéticas no sinónimas en los 8 pacientes 
cuyo exoma fue secuenciado. Cinco de estas variantes, localizadas en regiones 
codificantes de los genes ABCC4, DPYD y MTHFR y clasificadas como dañinas o 
probablemente dañinas por las herramientas de análisis de funcionalidad de las 
proteínas, fueron genotipadas en la población de 319 pacientes. El análisis reveló dos 
asociaciones estadísticamente significativas entre SNPs y toxicidad severa, DPYD 
rs1801160 con riesgo de toxicidad global (p=0,029) y MTHFR rs1801133 con retraso en 
la administración de capecitabina por toxicidad (p=0,047).  
El análisis del efecto acumulativo de las cinco variantes en DPYD reveló una correlación 
positiva entre la prescripción de factores estimulantes de colonias granulocíticas, 
toxicidad hepática y global, síndrome mano-pie, astenia y retraso, reducción de dosis o 
retirada de capecitabina por toxicidad en pacientes y el número de variantes en DPYD, 
aunque éstas diferencias no fueron estadísticamente significativas. 
Conclusiones.- El uso de tag-SNPs es una estrategia útil para encontrar nuevos 
polimorfismos asociados con toxicidad severa a capecitabina en genes candidatos. Por 
su parte, la secuenciación de exomas permitió validar variantes genéticas previamente 
descritas asociadas a toxicidad, por lo que es una técnica válida para identificar nuevos 
biomarcadores. El estudio de variantes en DPYD sugiere que podría haber un efecto 
acumulativo de variantes con pequeños efectos individuales. Estos polimorfismos, 
identificados o validados por estos nuevos abordajes, son potenciales marcadores 
farmacogenéticos que pueden ayudar a mejorar los test predictivos de reacciones 
adversas severas a capecitabina, facilitando la personalización del tratamiento en 
pacientes con cáncer colorrectal.  
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ABSTRACT 
 
Introduction.- To be able to predict the individual risk of severe toxicity induced by 
fluoropyrimidine-based chemotherapy would be an extraordinary step forward in 
personalizing colorectal cancer treatment. Fluoropyrimidines, primarily 5-fluorouracil 
and capecitabine, remain the cornerstone of colorectal cancer treatment. It has been 
demonstrated that the genetics of the patient is a fundamental factor on the type of 
response to the treatment. So far, some polymorphisms have been identified in genes 
involved in the pharmacokinetics and pharmacodynamics of fluoropyrimidines. In fact, 
certain clinical practice guidelines recommend prior genotyping of some variants in 
DPYD, the major metabolizer of 5-fluorouracil, in order to estimate the risk of its toxicity. 
However, the predictive value of these genetic tests remain clearly insufficient, making 
it difficult to fully implement it in clinical practice. It is therefore necessary to identify 
new genetic variants associated with severe toxicity to fluoropyrimidines by developing 
new approaches to improve current pharmacogenetic tests. The selection of tag-SNPs 
and the massive exome sequencing could reveal new genetic variants associated with 
toxicity and / or validate the existing ones, besides offering an overview of the 
pharmacogenetic profile. 
Objectives.- To identify new genetic variants associated with capecitabine-induced 
toxicity and / or validate the existing ones by selecting a group of tag-SNPs and exome 
sequencing of patients with severe toxicity to this drug and subsequent analysis in genes 
associated with pharmacokinetics and pharmacodynamics of the fluoropyrimidines. 
Materials and methods.- Observational, ambispective and multicenter study in which 
colorectal cancer patients treated with capecitabine-based chemotherapy regimens 
were included. The study was approved by the local Clinical Research Ethics Committees 
and all patients signed the informed consent. 
On the one hand, 23 tag-SNPs were selected in the CDA, CES1, DPYD, ENOSF1, SLC22A7, 
TYMP, TYMS and UMPS genes that were genotyped at the Centro Nacional de 
Genotipado- Plataforma de Recursos Biomoleculares y Bioinformáticos – Instituto de 
Salud Carlos III using OpenArray® technology in a cohort of 301 patients with colorectal 
cancer whom had received capecitabine-based chemotherapy. 
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On the other hand, 8 exomes of patients with serious adverse reactions (grade> 2) 
treated with capecitabine-based chemotherapy regimens were sequenced on an Ion 
Proton™ sequencer using the ION Ampliseq ™ Exome RDY v3 kit. Non-synonymous SNPs 
located in coding regions and classified as damaging or probably damaging by protein 
functional analysis tools such as Sorting Intolerant from Tolerant and Polymorphism 
Phenotyping v2 were genotyped in a cohort of 319 patients to study their possible 
association with severe toxicity. 
In both approaches, two groups of patients were established based on the Common 
Terminology Criteria for Adverse Events v4.0 depending on the degree of toxicity 
developed (null / moderate, from 0 to 2, versus severe, greater than or equal to 3). The 
study of associations between genetic variants and toxicity was performed using the 
linear by linear association χ2 Pearson test of (SPSS v15.0) and multivariate analysis of 
previously significant associations including as confounding variables sex, type of cancer, 
hospital, performance status and concomitant drugs. Finally, and in order to evaluate 
the possibility that the observed toxicity was the result of the sum of small effects of 
DPYD variants, a study was carried out with the polymorphisms in this gene found in 
coding regions by massive exome sequencing. For this, the severe adverse reactions 
were analyzed in the population of 319 patients and a score was generated according to 
the number of risk variants. 
Results.- The analysis of tag-SNPs revealed that 10 of them were associated with severe 
adverse reactions to capecitabine-based chemotherapy regimens (p<0.05): rs12726436, 
rs2072671 and rs1048977 in CDA; rs12119882 in DPYD; rs2270860 and rs4149178 in 
SLC22A7; rs2853741 in TYMS; rs699517 common to TYMS and ENOSF1 and rs2279199 
and rs4678145 in UMPS. Except for rs2072671, the association between such genetic 
polymorphisms and the capecitabine-induced toxicity risk has not been previously 
described. 
On the other hand, 17 non-synonymous genetic variants were identified in the 8 patients 
whose exome was sequenced. Five of these variants, located in coding regions of the 
ABCC4, DPYD and MTHFR genes and classified as damaging or probably damaging by 
protein functional analysis tools, were genotyped in the population of 319 patients. The 
analysis revealed two statistically significant associations between SNPs and severe 
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toxicity, DPYD rs1801160 with global toxicity risk (p=0.029) and MTHFR rs1801133 with 
delayed administration of capecitabine due to toxicity (p=0.047). 
The analysis of the cumulative effect of the five DPYD variants revealed a positive 
correlation between the prescription of granulocyte colony stimulating factors, hepatic 
and global toxicity, hand-foot syndrome, asthenia and delay, dose reduction or 
withdrawal of capecitabine due to toxicity in patients and the number of DPYD variants, 
although these differences were not statistically significant. 
Conclusions.- The use of tag-SNPs is a useful strategy to find new polymorphisms 
associated with severe toxicity to capecitabine in candidate genes. For its part, the 
exome sequencing allowed to validate genetic variants previously described associated 
to toxicity, reason why it is a valid technique to identify new biomarkers. The study of 
DPYD variants suggests that there could be a cumulative effect of variants with small 
individual effects. These polymorphisms, identified or validated by these new 
approaches, are potential pharmacogenetic markers that can help to improve the 
predictive tests of severe adverse reactions to capecitabine, facilitating personalized 
treatments in patients with colorectal cancer. 
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1.- INTRODUCCIÓN 
1.1.- Cáncer colorrectal. Aspectos generales 
El cáncer es una enfermedad causada por el crecimiento descontrolado de las células, 
que modifican su forma, su tamaño y otras características. Como resultado, aumenta el 
número total de células, éstas se extienden por órganos y tejidos adyacentes, se 
introducen en los ganglios linfáticos o en los vasos sanguíneos y, finalmente, colonizan 
otros órganos lejanos (metástasis). Por tanto, entendemos como cáncer colorrectal 
(CCR) el crecimiento incontrolado de las células del colon y/o el recto1. 
Actualmente se acepta que el CCR se origina a causa de una acumulación de errores 
genéticos, presentes como defectos hereditarios, o bien, de forma secundaria, resultado 
de determinados factores ambientales1. La edad media de presentación es 70-71 años 
y la mayoría de los pacientes tienen más de 50 años en el momento del diagnóstico, 
pero también puede aparecer en personas más jóvenes2. 
Los tumores malignos colorrectales pueden originarse en cada una de las 3 capas: 
mucosa, muscular y serosa, siendo el adenocarcinoma, originado en las glándulas de la 
mucosa, el tipo histológico más frecuente (90-95%)3.  
 
1.1.1.- Epidemiología 
El CCR representa un problema mayor de salud pública. Su pronóstico depende 
considerablemente del estatus al diagnóstico habiendo mayores probabilidades de 
curación si el diagnóstico es temprano. Sin embargo, el CCR es la segunda causa de 
muerte por cáncer más frecuente en Europa con más de 200.000 muertes por año. En 
España, se registraron 15.449 casos en el año 2014 siendo el tumor más frecuentemente 
asociado a mortalidad por detrás del cáncer de pulmón (tanto en varones como en 
mujeres) (Figura 1)4.  
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Figura 1. Mortalidad por tipo de tumor (10 tumores más frecuentes) en España para el año 2014. 
 
 
 
 
 
 
Instituto de Salud Carlos III. Área de Epidemiología Ambiental y Cáncer. Centro Nacional de 
Epidemiología. 2014. 
 
Según el informe REDECAN 2014, la supervivencia del CCR, aunque de forma ligera, ha 
mejorado en los últimos años en España. Asimismo, según el Instituto Nacional de 
Epidemiología, entre los años 2003-2012 la mortalidad por tumores se redujo un 1,32% 
al año, pese a que se experimentó un aumento global de la incidencia. Estas tendencias, 
reflejan las mejoras en la supervivencia de los pacientes debido a las actividades 
preventivas, a las campañas de diagnóstico precoz y a los avances terapéuticos5.  
En cuanto a su prevalencia mundial, el CCR ocupó el tercer lugar en el año 2012 por 
detrás de los tumores de próstata y mama. En España su prevalencia a 1, 3 y 5 años fue 
de 2.394, 60.853 y 89.705 casos, respectivamente6. 
Según el informe anual editado por la Sociedad Española de Oncología Médica 
correspondiente al año 2017, el CCR constituye uno de los tipos de cáncer más 
frecuentemente diagnosticados en España en el año 2015 con 41.441 casos, junto con 
los cánceres de próstata (33.370 casos), pulmón (28.347 casos), mama (27.747 casos) y 
vejiga (21.093 casos) (Figura 2), siendo el segundo tumor más frecuentemente 
diagnosticado en varones (después de próstata) y en mujeres (después de mama). 
Asimismo constituye uno de los tumores más frecuentes a nivel mundial junto con los 
de pulmón, mama, próstata, estómago e hígado7.  
La evolución temporal de este cáncer en España ha mostrado un aumento constante, 
sobre todo en los hombres8. De esta manera, la tasa estimada de incidencia ajustada a 
la población estándar europea pasó de 31,3 por 100.000 en el quinquenio 1993-1997 a 
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42,1 por 100.000 en el quinquenio 2003-2007 en hombres y de 22,6 por 100.000 a 25,1 
por 100.000 en mujeres. Este aumento de la incidencia se atribuye fundamentalmente 
a la influencia de los factores de riesgo9. Se estima que la incidencia en España del CCR 
en el año de 2035 sea de 49.020 casos para ambos sexos según las predicciones 
GLOBOCAN 2012 lo que supone un incremento continuo de esta cifra5. 
 
Figura 2. Incidencia de los tumores más frecuentes en España en el año 2015 (ambos sexos). 
 
 
 
 
 
REDECAN Cancer Incidence in Spain 2015. 
 
1.1.2.- Factores de riesgo, sintomatología, diagnóstico y clasificación 
Aunque la gran mayoría de los tumores colorrectales son esporádicos (más del 90% de 
los casos) y las causas exactas no se conocen, se sabe que existen unos factores de riesgo 
que favorecen su aparición1. 
Dentro de los factores de riesgo no modificables se encuentra la edad con más del 90% 
de los casos diagnosticados en personas mayores de 50 años. Por otra parte, se conoce 
que hasta un 25% de los pacientes tienen un familiar afecto y que la incidencia es mayor 
en aquéllas personas con uno o varios familiares diagnosticados de CCR. Se observa 
también un riesgo aumentado en las personas con enfermedades de base como la 
enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa) y la 
diabetes10,11. Asimismo existe un riesgo mayor en las personas con enfermedades 
hereditarias como la poliposis colónica familiar o el síndrome de Lynch12.  
Respecto a los factores de riesgo modificables, uno de los más importantes es el 
consumo de carne roja y procesada, o de carne muy hecha o cocinada en contacto 
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directo con el fuego. Por contra, los consumos de fibra, fruta y vegetales, así como el de 
lácteos o micronutrientes como folatos, calcio y vitamina D, son protectores para este 
cáncer13. Se estima que un 70% de los CCR son evitables sólo con medidas dietéticas y 
nutricionales14. La obesidad es otro factor de riesgo en ambos sexos, sobre todo la 
obesidad abdominal15. En los últimos años también se ha evidenciado el papel del 
alcohol y del tabaco como factores de riesgo16,17. Por último, algunos fármacos han 
demostrado evitar la aparición de lesiones premalignas y su evolución como los 
antinflamatorios no esteroideos, las estatinas o la suplementación hormonal en mujeres 
posmenopáusicas18. 
En cuanto a los síntomas, éstos pueden ser vagos e inespecíficos y pueden ser 
producidos por el tumor primario (cambios en el hábito intestinal, sangrado o dolor 
abdominal o pélvico)  o por las metástasis (ictericia, ascitis, disnea o dolor óseo)19. Entre 
otros hallazgos, el hemograma aportará información sobre si existe anemia y la 
bioquímica sanguínea puede orientar sobre la función de órganos como el hígado o el 
riñón. Los niveles de marcadores tumorales como el antígeno carcinoembrionario (CEA) 
y el CA 19.9 son también análisis orientativos en el diagnóstico del CCR.  
El diagnóstico de CCR se realiza fundamentalmente mediante colonoscopia o 
sigmoidoscopia, técnicas de imagen y por el análisis del tejido afectado (diagnóstico 
histológico y molecular)20. Las principales técnicas de imagen incluyen radiografía de 
tórax y abdomen, ecografía abdominal o abdominopélvica, resonancia abdominal y 
tomografía axial computarizada para evaluar la posible enfermedad metastásica. Otras 
exploraciones incluyen ecografía endoscópica, tomografía de emisión de positrones, 
gammagrafía ósea y laparoscopia21. 
El estudio de extensión va a permitir clasificar los tumores en estadios lo que tiene una 
gran importancia por sus implicaciones pronósticas y terapéuticas. La clasificación 
mediante los sistemas de estadificación permite estratificar a los pacientes de una forma 
homogénea. Esto facilita la elección del tratamiento, la comparación de factores 
pronósticos y de resultados terapéuticos entre grupos, así como la evaluación 
estadística de datos clínicos. Existen numerosos sistemas de estadificación pero el más 
extendido es el desarrollado por el American Joint Committee on Cancer (AJCC), la 
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clasificación TNM (tumor-ganglio-metástasis). En función del T, N y M se definen los 
estadios (Tabla 1 y Figura 3)22,23. 
La supervivencia de los pacientes con CCR se relaciona con estos estadios, siendo >95% 
en el estadio 0 y va descendiendo a medida que se aumenta en la clasificación, aunque 
cada vez más pacientes con estadio IV se pueden curar con abordajes multidisciplinares, 
conjugando participación de diferentes especialistas y tratamientos. 
 
Tabla 1. Clasificación y estadios TNM. Adaptado del AJCC. 
Clasificación TNM 
T 
Tis cáncer in situ 
T1 invade submucosa 
T2 invade muscular propia 
T3 invade la subserosa o grasa perirrectal 
T4 invade serosa o estructuras vecinas 
N 
N0 no adenopatías afectas 
N1 1-3 ganglios linfáticos regionales afectados 
N2 4 o más ganglios linfáticos regionales afectados 
M 
M0 ausencia de metástasis 
M1 metástasis a distancia 
Estadios 
0 Tis N0 M0 
I T1 o T2 N0 M0 
II T3 o T4 N0 M0 
III T cualquiera N1 o N2 M0 
IV T cualquiera N cualquiera M1 
TNM, tumor-ganglio-metástasis; AJCC, American Joint Committee on Cancer. 
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Figura 3. Representación de los diferentes estadios del CCR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.- Tratamiento del cáncer colorrectal 
Aunque el objetivo del tratamiento es siempre lograr la curación de la enfermedad, en 
estadios avanzados y metastásicos, en ocasiones, la finalidad es crónica o paliativa en 
función de la afectación. 
En el tratamiento del CCR cabe distinguir entre el tratamiento locorregional (cirugía y 
radioterapia) y el tratamiento farmacológico sistémico. Las líneas de tratamiento 
pueden emplearse de forma neoadyuvante (preoperatoria), adyuvante (postoperatoria 
y en ausencia de enfermedad, fundamentalmente para evitar recaídas) o ser dirigidas 
frente a la enfermedad metastásica. 
 
1.2.1.- Cirugía 
La cirugía se realiza principalmente sobre el tumor primario, aunque cada vez más de 
forma habitual se resecan las metástasis. La resección del tumor primario incluye la 
extirpación completa de la zona del colon donde se asienta el tumor y los ganglios 
perirregionales. La técnica depende de la localización del tumor24. 
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Para los CCR resecables no metastásicos, el procedimiento quirúrgico de elección es la 
colectomía (extirpación parcial o total del colon) con linfadenectomía (eliminación en 
bloque de los ganglios linfáticos regionales que suele realizarse en la cirugía con 
intención curativa o radical así como cuando los márgenes no son claros o la 
histopatología no es favorable)25,26.  
Cuando existe enfermedad metastásica, se debe recurrir a la resección de las metástasis, 
fundamentalmente hepáticas y pulmonares, siempre que sea posible. Más 
infrecuentemente, se extirpan metástasis cerebrales o de otras localizaciones27. 
 
1.2.2.- Radioterapia 
La radioterapia está indicada como tratamiento complementario a la cirugía para 
eliminar o reducir el tamaño de los tumores o para aliviar los síntomas que produce la 
enfermedad. A través de imágenes digitales se buscará siempre dirigir la radiación al 
foco tumoral procurando la mínima toxicidad a los tejidos sanos28. 
En los estadios II y III del CCR, se administra de forma perioperatoria para reducir el 
riesgo de recaídas. Además, en muchos pacientes se administra quimioterapia 
concomitante para aumentar la eficacia del tratamiento, como es el caso de la 
combinación con 5-Fluorouracilo (5-FU) para pacientes con tumores grado IV o con 
enfermedad recurrente29. También podría considerarse en estos pacientes la 
radioterapia intraoperatoria30. 
Como tratamiento paliativo, la radioterapia es eficaz para controlar el dolor y aliviar 
otros síntomas. En esta situación, se suele administrar sola sin quimioterapia.  
 
1.2.3.- Quimioterapia 
En líneas generales, el mecanismo de acción de los antineoplásicos se basa en detener 
la proliferación y el crecimiento de las células tumorales actuando fundamentalmente 
sobre la división celular, los ácidos nucleicos o la síntesis proteica, pudiendo un mismo 
fármaco ejercer esta acción a distintos niveles.  
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La quimioterapia puede estar indicada como tratamiento complementario a la cirugía 
para prevenir la recaída por el crecimiento de células micrometastásicas residuales, en 
enfermedad metastásica para intentar reducir el tamaño y número de las metástasis y 
valorar una resección quirúrgica de las mismas o para controlar el crecimiento del tumor 
y aliviar los síntomas y el dolor que produce la enfermedad31. En el cáncer de colon no 
metastásico, la quimioterapia está indicada en pacientes en estadio III, no está indicada 
en el estadio I y en el estadio II sólo en algunos casos1. En el caso de cáncer metastásico 
está siempre indicada. 
Aunque las fluoropirimidinas continúan siendo el pilar del tratamiento del CCR, éste ha 
evolucionado considerablemente en los últimos 15 años, incluyendo protocolos de 
quimioterapia combinada y, más recientemente, nuevos agentes biológicos. Los 
principales fármacos aprobados en España aparte de las fluoropirimidinas (5-FU, 
capecitabina y tegafur) son el oxaliplatino, el irinotecan, el raltitrexed, el cetuximab, el 
panitumumab, el bevacizumab, el aflibercept, el regorafenib, el ramucirumab y la 
trifluridina/tipiracilo hidrocloruro (TAS-102)32,33. Estos fármacos en general se pueden 
combinar entre sí, formando esquemas de quimioterapia cuya eficacia y tolerancia 
varían según sus componentes. Estas combinaciones de fármacos han mejorado el 
pronóstico de la enfermedad pero también han aumentado la toxicidad asociada al 
tratamiento34,35. 
En líneas generales, se suele administrar después de la cirugía o de forma neoadyuvante 
una fluoropirimidina acompañada o no de oxaliplatino. Como tratamiento dirigido 
contra la enfermedad metastásica, se recomienda la administración de una 
fluoropirimidina junto con oxaliplatino o irinotecan y un fármaco biológico. En caso de 
metástasis hepáticas exclusivas irresecables, se suele administrar quimioterapia 
preoperatoria junto con fármacos biológicos para intentar una resección quirúrgica de 
las mismas.  
Otros fármacos orales más novedosos, como regorafenib o TAS-102, cuya 
administración está basada en monoterapia, quedan reservados para pacientes con CCR 
metastásico que hayan sido previamente tratados o no se les considere candidatos al 
tratamiento con las terapias disponibles36,37. Cabe destacar que TAS-102 incorpora 
tipiracilo hidrocloruro, inhibidor de la timidina fosforilasa (TYMP), lo que confirma la 
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aparición de fármacos potencialmente sustitutos de las fluoropirimidinas, de los cuales 
se desconoce si acabarán reemplazándolas. 
Aún a pesar de los recientes avances, las fluoropirimidinas siguen constituyendo 
actualmente el eje central de la quimioterapia utilizada en el tratamiento del CCR y han 
sido, desde su aparición, los fármacos más utilizados en esta patología. Por esta razón, 
serán el tema central de esta memoria. 
 
1.3.- Fluoropirimidinas 
El 5-FU es el compuesto activo y existen dos profármacos que tras conversión enzimática 
van a conducir al mismo, capecitabina y tegafur. 5-FU y capecitabina a menudo se 
combinan con otros fármacos como oxaliplatino (FOLFOX y XELOX, respectivamente) e 
irinotecan (FOLFIRI y XELIRI, respectivamente) debido a la acción citotóxica sinérgica 
observada. 
El 5-FU está indicado sólo o en combinación como tratamiento paliativo de neoplasias 
malignas comunes, en particular del CCR. La capecitabina, profármaco más utilizado del 
5-FU, está indicada para el tratamiento adyuvante tras cirugía en pacientes con cáncer 
de colon estadio III y para el tratamiento del CCR metastásico38,39. Por su parte, el tegafur 
habitualmente se utiliza en terapia neoadyuvante para sensibilizar el tumor antes de su 
extirpación. 
Las formas de administración más comunes del 5-FU son la perfusión intravenosa y el 
bolo38. La capecitabina, por su parte, se administra por vía oral39, activándose a través 
de varios pasos enzimáticos (Figura 440,41).  
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Figura 4. Ruta farmacocinética de fluoropirimidinas.  
 
 
Tras la adsorción a través de la mucosa intestinal, la capecitabina es metabolizada por 
la carboxilesterasa hepática (CES) y la citidina deaminasa (CDA). Después, la activación 
catalítica tiene lugar mediante la TYMP, enzima responsable de la conversión final a 5-
FU42. Las enzimas que intervienen en la biotransformación secuencial de capecitabina a 
5-FU se localizan en los tejidos tumorales, lo que permite alcanzar concentraciones más 
altas, pero también se encuentran en los tejidos sanos, aunque normalmente en niveles 
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más bajos. En el caso de tumores colorrectales, la generación de 5-FU está localizada en 
mayor medida en las células del estroma tumoral43,44.  
La conversión de 5-FU a fluorodeoxiuridina monofosfato (FdUMP) puede ocurrir a través 
de TYMP y posterior acción de la timidina quinasa 1 (TK1) o indirectamente a través del 
paso de fluorouridina monofosfato (FUMP) a fluorouridina difosfato (FUDP) y posterior 
acción de las ribonucleótido reductasas (RRM)45,46. Entre las enzimas que participan en 
esta activación indirecta del 5-FU destacan uridina fosforilasa 1 y 2 (UPP1 y UPP2, 
respectivamente), sobre las cuales se ha investigado el uso de inhibidores para 
aumentar las concentraciones de uridina celular, como medio para limitar los efectos 
tóxicos de la exposición a nucleósidos de fluoropirimidina en tejidos sanos durante el 
curso del tratamiento47–49. El paso posterior a estas enzimas para dar lugar a FUMP es 
catalizado por uridina-citidina quinasa 1 y 2 (UCK1 y UCK2, respectivamente)50, aunque 
también se puede alcanzar este compuesto de forma directa desde el 5-FU por la acción 
de uridina monofosfato sintetasa (UMPS) y fosforribosil pirofosfato amidotransferasa 
(PPAT)51.  
Posteriormente el 5-FU se cataboliza por la enzima dihidropirimidina deshidrogenasa 
(DPYD) a dihidrofluorouracilo (DHFU) el cual es mucho menos tóxico. La DPYD es la 
enzima limitante de la degradación del 5-FU y se encarga de metabolizar un 80-85% del 
mismo, por lo que su deficiencia en los pacientes puede conducir a un aumento de la 
toxicidad a capecitabina y 5-FU52. Posteriormente, la dihidropirimidinasa (DPYS) rompe 
el anillo de pirimidina y finalmente, la ureidopropionasa beta (UPB1) da lugar a fluoro-
beta-alanina (FBAL) la cual es eliminada por la orina.  
 
1.3.1.- Mecanismo de acción 
El 5-FU y su profármaco, capecitabina, pertenecen al grupo farmacológico de los 
antimetabolitos. El 5-FU es un análogo del uracilo, un componente del ácido 
ribonucleico (ARN). Modulado con ácido folínico o leucovorín (LV), interfiere con la 
síntesis de ácido desoxirribonucleico (ADN) al bloquear la conversión del ácido 
desoxiuridílico (dUMP) a ácido timidílico (dTMP) por la enzima celular timidilato sintasa 
(TYMS). En esta reacción, un grupo metilo del cofactor 5,10-metilentetrahidrofolato 
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(5,10-CH2=THF) se transfiere a la posición 5 del anillo de la pirimidina, para dar lugar a 
dTMP, nucleótido necesario para la síntesis de ADN. La FdUMP compite con el dUMP y, 
en presencia de los niveles adecuados de poliglutamatos de cadena larga de THF, atrapa 
a la enzima TYMS en un complejo ternario, potenciado por LV (Figura 5)53. El bloqueo de 
TYMS provoca una depleción de dTMP y una acumulación de dUMP que es incorporado 
al ADN produciendo errores, rotura de hebras y, finalmente, muerte celular51,54–56.  
La administración de LV, folatos y la actividad de otras enzimas del ciclo de folato pueden 
afectar a la actividad de la TYMS. Los folatos intracelulares se convierten en 
poliglutamatos (forma mayoritaria) por la folilpoliglutamato sintasa (FPGS), mientras 
que la gamma-glutamil hidrolasa (GGH) elimina los glutamatos terminales. Por lo tanto, 
FPGS y GGH se cree que juegan un papel importante en la retención intracelular y en los 
niveles de folato potenciando la citotoxicidad del 5-FU a través de LV46,57,58. Por su parte, 
la expresión de la dihidrofolato reductasa (DHFR) ha mostrado encontrarse alterada en 
células tumorales respecto a las células normales y, aunque no constituye una diana 
directa de las fluoropirimidinas, podría también afectar la ruta de las mismas a través de 
cambios en la disponibilidad del folato45. 
De forma paralela, los compuestos intermedios de la activación del 5-FU, FUDP y 
fluorodeoxiuridina difosfato (FdUDP), también pueden convertirse en fluorouridina 
trifosfato y fluorodeoxiuridina trifosfato (FUTP y FdUTP, respectivamente). 
Administrado en forma de infusión continua, el 5-FU actúa fundamentalmente mediante 
la incorporación de FdUTP al ADN afectando su estabilidad; y administrado en bolo a 
dosis altas, el principal mecanismo de acción es la incorporación de FUTP al ARN, 
interfiriendo en su función (Figura 540,41). Los efectos de la privación del ADN y del ARN 
se acentúan en las células que proliferan más rápidamente y que metabolizan 5-FU con 
mayor velocidad. 
El daño resultante en el ADN causado por la incorporación de FdUTP se produce debido 
al incremento de los mecanismos de reparación del ADN que causa su fragmentación y, 
en última instancia, la muerte celular59. La enzima SMUG1 (del inglés, single-strand 
selective monofunctional uracil DNA glycosylase 1) separa el 5-FU del ADN y protege 
contra el daño celular, por lo tanto, la citotoxicidad del 5-FU se encuentra directamente 
relacionada con los niveles de SMUG160. Por su parte, un reciente estudio in vitro 
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proporciona evidencia de que la timina-ADN glicosilasa (TDG) es la principal enzima 
responsable de la escisión del 5-FU relacionada con la rotura del ADN59. ERCC2 (del 
inglés, excision repair cross-complementation group 2) y XRCC3 (del inglés, X-ray repair 
complementing defective repair in Chinese hamster cells 3) son también enzimas 
integrantes de la ruta implicadas en los mecanismos de reparación del ADN. ERCC2 juega 
un importante papel en la reparación de los aductos del ADN en células tumorales tras 
la administración de quimioterapia. XRCC3 contribuye al mantenimiento de la 
estabilidad cromosómica a través de la reparación de la ruptura/recombinación del 
ADN. 
 
Figura 5. Ruta farmacodinámica de fluoropirimidinas.  
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En cuanto a las formas de administración de las fluoropirimidinas, la perfusión 
intravenosa de 5-FU respecto al bolo ha demostrado superioridad en términos de 
respuesta tumoral y logra un ligero aumento de la supervivencia global, produciendo 
una menor toxicidad hematológica61. En pacientes con CCR avanzado, el tratamiento 
con 5-FU/LV ha demostrado reducir el tamaño del tumor en un 50% o más en 
aproximadamente el 20% de los pacientes y prolonga la mediana de supervivencia de 
aproximadamente 6 meses a 11 meses62. Las combinaciones con oxaliplatino e 
irinotecan han mejorado la tasa de respuesta a un 53% y 49%, respectivamente, y la 
supervivencia global63.  
La capecitabina en monoterapia y combinación con oxaliplatino ha demostrado en 
ensayos clínicos ser al menos equivalente al tratamiento con 5-FU/LV intravenoso en 
cuanto a la supervivencia libre de enfermedad64–66 y superioridad frente a este mismo 
tratamiento administrado en bolo en términos de supervivencia libre de progresión y 
supervivencia global42,67. Los datos procedentes de ensayos clínicos apoyan el uso de 
capecitabina en combinación con oxaliplatino para el tratamiento en primera línea del 
CCR metastásico68. Asimismo, se apoya el uso de capecitabina con irinotecan para el 
tratamiento en primera línea de pacientes con CCR metastásico debido a un incremento 
en la mediana de supervivencia libre de progresión de 2 meses69. 
Se ha demostrado igualmente que la adición de anticuerpos monoclonales como 
cetuximab, panitumumab y bevacizumab a la terapia basada en fluoropirimidinas en 
enfermedad metastásica prolonga la supervivencia global, mejorando las tasas de 
respuesta en comparación con los mismos regímenes que no los incluyen70–72.  
 
1.3.2.- Toxicidad 
Los antineoplásicos, aunque cada vez más dirigidos, tienen en general, poca 
especificidad por las células tumorales, lo que provoca que, con frecuencia, otros 
órganos y tejidos se vean afectados, especialmente aquellas células que presentan una 
mayor tasa de división y crecimiento73. Los nuevos agentes quimioterápicos buscan una 
mayor especificidad por las células neoplásicas, pero, aun así, la toxicidad a largo plazo 
por uso prolongado de estos aún está por definir. 
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La toxicidad depende de la edad, el estado funcional del paciente (medido en escala 
ECOG, del inglés Eastern Cooperative Oncology Group), la disfunción de órganos, la 
presencia de otras comorbilidades, el estado general y nutricional del paciente, el 
fármaco o combinaciones de fármacos administrados, las dosis y los intervalos de 
administración, entre otros factores. Se ha descrito que la variabilidad genética tiene 
también un papel importante en la toxicidad a fármacos quimioterápicos. Muchos de 
los genes que codifican proteínas que interactúan con fármacos pueden sufrir 
variaciones que afectan a su regulación o función y esto podría contribuir a las 
diferencias en la toxicidad74. 
Casi todos los pacientes experimentan efectos adversos leves o moderados en algún 
momento del tratamiento y una minoría significativa desarrolla toxicidad severa75. La 
toxicidad asociada al tratamiento quimioterápico es de extrema importancia dado que 
puede limitar las estrategias terapéuticas, influye negativamente en la calidad de vida 
percibida de los pacientes y hay un riesgo vital asociado. Por otra parte, las reacciones 
adversas a los medicamentos suponen importantes repercusiones económicas76,77. 
El principal problema de la toxicidad severa a la quimioterapia es que va a limitar la 
posibilidad de administrar las dosis plenas que teóricamente estarían indicadas para el 
tratamiento del tumor. Asimismo puede dar lugar a retrasos de dosis en alguno de los 
ciclos o a retiradas totales del tratamiento, afectando de igual manera la efectividad de 
la quimioterapia35. 
Las reacciones adversas severas a fármacos en general son un problema de salud pública 
importante. Así, un estudio en Reino Unido sugiere que 1 de cada 15 ingresos 
hospitalarios se debe a reacciones adversas a medicamentos, y, en el mismo sentido, un 
análisis realizado en Estados Unidos reveló que unos 2,2 millones de pacientes 
hospitalizados cada año padecen reacciones adversas, aun cuando estos han sido 
prescritos y administrados adecuadamente78. Si los resultados de este último estudio 
son extrapolados a pacientes hospitalizados en España, alrededor de 300.000 pacientes 
sufren efectos adversos serios y más de 12.000 de estos mueren a causa de ellos 
anualmente79. Los fármacos quimioterápicos, por sus características particulares, 
tienden a provocar muchos y severos efectos adversos. Además, es importante señalar 
el enorme coste de las reacciones adversas a la quimioterapia y cómo su control puede 
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ayudar a contribuir a la sostenibilidad de los sistemas de salud. Así, un estudio realizado 
en pacientes con carcinoma de mama metastásico concluyó que el coste asociado a las 
reacciones adversas a la quimioterapia podría incrementar los costes mensuales hasta 
en un 69,5%, lo que sería atribuible a gastos de hospitalización, ambulatorios y 
farmacia80. En cuanto a los costes asociados a reacciones adversas a regímenes basados 
en fluoropirimidinas en particular, un reciente estudio ha expuesto que el coste medio 
del tratamiento de la neutropenia severa de tan sólo un paciente podría alcanzar una 
media de 3.044€76.  
El National Cancer Institute (NCI) define efecto adverso como “cualquier signo 
(incluyendo hallazgos de laboratorio anormales), síntoma o enfermedad desfavorable y 
no intencionado que está temporalmente asociado con el uso de un tratamiento o 
procedimiento médico que puede, o no, ser considerado relacionado con este 
tratamiento o procedimiento médico”81. La clasificación Common Terminology Criteria 
for Adverse Events v4.0 (CTCAE) del NCI81 permite otorgar un grado que varía de 1 (leve) 
a 5 (muerte) en función de la severidad y de la reacción adversa analizada, como se 
detalla a continuación: 
 Grado 1: Leve; asintomáticos o síntomas leves; sólo observaciones clínicas o de 
diagnóstico; intervención no indicada. 
 Grado 2: Moderado; indicada intervención mínima, local o no invasiva; limitación 
para las actividades diarias adecuadas a la edad. 
 Grado 3: Severa o clínicamente significativa, pero no inmediatamente peligrosa 
para la vida; indicada la hospitalización o prolongación de la hospitalización; 
incapacitante; limitando las actividades diarias relacionadas con el autocuidado. 
 Grado 4: Consecuencias potencialmente mortales; indicada intervención 
urgente. 
 Grado 5: Muerte relacionada con el efecto adverso. 
 
Los principales efectos adversos relacionados con la administración de 5-FU dependen 
del método de administración. Cuando la administración es en bolo, los principales 
efectos adversos son neutropenia, estomatitis y diarrea. Cuando la administración es en 
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infusión continua, se encuentra menos asociado a toxicidad hematológica y 
gastrointestinal pero más asociado a la producción de eritrodistesia palmo-plantar 
(síndrome mano-pie)82. Aproximadamente el 31%-34% de los pacientes que reciben 5-
FU experimentan toxicidad grado 3-4 y se estima que la toxicidad es fatal en 
aproximadamente el 0,5% de los pacientes83. La capecitabina tiene un perfil de toxicidad 
similar al del 5-FU administrado en infusión continua. El síndrome mano-pie constituye 
el efecto adverso más característico, aunque también son comunes la diarrea, náuseas, 
vómitos y la toxicidad hematológica84–89. La Tabla 2 resume las reacciones adversas más 
frecuentes (≥1/10) asociadas al tratamiento con 5-FU y capecitabina90. 
La asociación de 5-FU y capecitabina con otros fármacos citotóxicos con el fin de mejorar 
la efectividad, puede conllevar el incremento y potenciación de ciertos efectos adversos, 
así como poner de manifiesto toxicidades específicas de los fármacos concomitantes. La 
toxicidad más frecuente del oxaliplatino es la neuropatía mientras que, del irinotecan, 
las toxicidades más frecuentes son diarrea, deshidratación y neutropenia severa de 
manera que, combinada con la toxicidad propia de la fluoropirimidina, hace que el riesgo 
de toxicidad hematológica y de diarrea se incremente91. La administración de cetuximab 
y panitumumab ha sido asociada con reacciones infusionales severas y toxicidad 
cutánea. El bevacizumab, por su parte, es generalmente bien tolerado aunque ha sido 
asociado con el desarrollo de hipertensión reversible y proteinuria92. 
Predecir el riesgo individual de los pacientes frente a la toxicidad podría potencialmente 
mejorar la calidad de vida de los mismos mediante la selección e individualización del 
tratamiento. Los pacientes con alto riesgo de toxicidad frente a un fármaco en concreto 
podrían recibir dosis reducidas o un fármaco alternativo. Por el contrario, pacientes con 
bajo riesgo de padecer toxicidad podrían recibir de forma segura dosis plenas74,93. 
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Tabla 2. Reacciones adversas más frecuentes asociadas a 5-FU y capecitabina. 
Fármaco Reacciones adversas muy frecuentes (≥1/10) 
5-FU -Anomalías isquémicas 
-Mielodepresión, neutrocitopenia, trombocitopenia, leucocitopenia, agranulocitosis, 
anemia y pancitopenia 
-Mucositis (estomatitis, esofagitis, faringitis, proctitis), anorexia, diarrea acuosa, 
náuseas, vómitos. 
-Alopecia. Síndrome de eritrodisestesia palmo-plantar (síndrome mano-pie) con 
perfusión prolongada y continua a dosis altas 
-Hiperuricemia 
-Retraso en la cicatrización de heridas, epistaxis, fatiga, debilidad general, cansancio 
y falta de energía 
-Broncoespasmo, immunodepresión con un mayor riesgo de infección 
Capecitabina -Anorexia 
-Diarrea, vómitos, náuseas, estomatitis, dolor abdominal 
-Síndrome eritrodistesia palmo-plantar 
-Fatiga, astenia 
 
1.4.- Variabilidad interindividual en la respuesta a medicamentos 
La variabilidad poblacional que existe en la respuesta terapéutica, tanto en la eficacia 
como en la aparición de toxicidad, es conocida para una gran proporción de fármacos. 
Además, las consecuencias de esta variabilidad pueden ser en ocasiones peligrosas, en 
particular para fármacos de rango terapéutico estrecho, o en otras ocasiones limitar 
significativamente la utilidad de algunos tratamientos94. En unos casos la terapéutica no 
es suficientemente eficaz, en otros aparecen efectos adversos y, algunas veces, ambos 
problemas se dan simultáneamente.  
Se sabe que, algo más de 1 de cada 3 pacientes, dependiendo del proceso patológico, 
no responde adecuadamente al tratamiento, a pesar de tener un diagnóstico y una 
terapéutica supuestamente acertados. Esto conlleva una atención sanitaria deficiente y 
también la generación de costes innecesarios95,96.  
Estos resultados en salud ocurren a pesar de los estrictos requisitos que deben cumplir 
los medicamentos para ser aprobados, en parte debido a las condiciones ideales en las 
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que se desarrollan los ensayos clínicos. Esto pone de manifiesto la necesidad de 
establecer cuál es el resultado real de su utilización en la población y desarrollar 
herramientas que permitan controlar esa variabilidad en la respuesta a los fármacos 
para poder optimizar al máximo los beneficios de los tratamientos97. En cualquier caso, 
sería siempre deseable que la variabilidad de respuesta pudiera reducirse al mínimo, 
tendiendo a que la prescripción de medicamentos resulte en un proceso de efecto 
predecible. 
La respuesta a los fármacos se encuentra determinada por múltiples factores como la 
edad, sexo, peso, comorbilidades, dieta, hábitos como el tabaquismo, interacciones 
medicamentosas, adherencia al tratamiento, etc. Pero considerar únicamente estos 
factores puede ser insuficiente y la variabilidad interindividual es, además, desde el 
punto vista genético, un tracto complejo en el que diversos genes y el ambiente 
interactúan98 (Figura 6).  
 
Figura 6. Variación individual en la respuesta a un fármaco. 
 
 
 
 
 
 
 
 
La respuesta a fármacos está mediada fundamentalmente a través de procesos 
farmacocinéticos y farmacodinámicos que determinarán en qué medida el principio 
activo llega a la biofase e interactúa con su receptor para desencadenar una respuesta. 
Existen variaciones genéticas en cada uno de los genes implicados en las etapas de 
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absorción, distribución, metabolismo y excreción de los fármacos99,100. Dichas 
variaciones pueden conducir a una actividad enzimática reducida o incluso ausente y, 
en algunos casos, a una actividad aumentada. Esto puede provocar diferencias muy 
importantes en las concentraciones plasmáticas de los fármacos y a que la acción 
farmacológica varíe de unos individuos a otros dentro de una población101–103. 
Asimismo, la unión entre el fármaco y su diana depende de la medida en que esta 
proteína se encuentre expresada en la biofase por lo que variantes genéticas en los 
genes que codifican para el receptor, transportador o enzima diana van a producir 
también alteraciones en la respuesta farmacológica104 (Figura 7). 
 
Figura 7. Influencia de la variabilidad genética en la respuesta y la disposición de fármacos. 
 
 
No se sabe cuántos genes están implicados desde el momento en que un fármaco y un 
organismo humano se ponen en contacto. Lo que sí se sabe es que el perfil genético 
germinal del individuo permanece estable a lo largo de la vida, a diferencia de otras 
variables demográficas, clínicas y medioambientales influyentes en respuestas 
farmacológicas, con excepción de los tumores105,106. Por otra parte, se ha demostrado 
que no más del 0,1% de variación en el genoma humano es el responsable de la 
variabilidad genética y fenotípica entre individuos107,108. 
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Se ha postulado que conocer las variantes genéticas de los individuos podría permitir 
que al menos la mitad de las respuestas inadecuadas a fármacos fueran predecibles y, 
por lo tanto, evitables, siendo éste uno de los objetivos de la farmacogenética109.  
 
1.5.- Farmacogenética 
En 1959 Vogel fue el primero en utilizar el término “farmacogenética”, y junto con el 
americano Motulsky, sentaron ese mismo año las bases teóricas de la misma, basándose 
en la observación de diferencias interindividuales en la actividad de enzimas 
metabolizadoras de fármacos que explicaban efectos secundarios a los mismos y que a 
su vez variaban en diversas poblaciones humanas. Posteriormente en 1962, Kalow lo 
definió como el estudio de la herencia relacionada a la respuesta a medicamentos110. 
Pero la gran revolución vino de la mano del Proyecto Genoma Humano, particularmente 
a partir de su finalización en el año 2001. El descubrimiento masivo de SNPs 
(Polimorfismos de Nucleótido Único o, del inglés, single nucleotide polymorphisms), el 
proyecto HapMap, y el desarrollo de tecnologías de genotipado y de análisis de 
expresión, posibilitaron que se encontraran numerosísimos ejemplos de genes 
relacionados con la respuesta a fármacos. Además, las mejoras en las herramientas 
bioinformáticas para el procesamiento de grandes cantidades de datos y otras 
tecnologías avanzadas, generaron grandes expectativas respecto al desarrollo de nuevas 
herramientas de diagnóstico y tratamiento basadas en la información genética propia 
del individuo. Fruto de ello, en la farmacogenética, es el proyecto PharmGKB (The 
Pharmacogenetics and Pharmacogenomics Knowledge Base40) que realiza una puesta al 
día sistemática de todas las variantes genéticas asociadas a respuesta a fármacos, así 
como su grado de evidencia y su situación regulatoria.  
A finales del año 2007, la EMA y la FDA acordaron definir la farmacogenética como la 
ciencia que se encarga del estudio de la influencia que ejercen las variaciones de la 
secuencia de ADN en la respuesta a un fármaco111. 
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1.5.1.- Principios básicos 
Se define como gen la secuencia ordenada de nucleótidos en la molécula de ADN que 
contiene la información necesaria para la síntesis de una proteína o de una molécula de 
ARN con una función específica en el organismo. En general, de cada gen tenemos dos 
copias, una de origen materno y otra paterno, o lo que es lo mismo, podemos decir que 
tenemos dos alelos que conforman un genotipo. Así, un individuo heterocigoto tiene los 
dos alelos distintos y un individuo homocigoto tiene los dos alelos idénticos. El alelo más 
común en una población se denomina “salvaje” o wild type (WT). El rasgo que resulta 
del producto proteico codificado por un gen hace referencia al fenotipo. 
Entendemos como variación genética aquellos cambios que se producen en la secuencia 
de bases del ADN que pueden involucrar desde un único nucleótido hasta porciones 
relativamente extensas del genoma. Las variaciones genéticas, mutaciones o 
polimorfismos pueden ser germinales (presentes en los gametos que originaron el 
organismo y por lo tanto también en todas la células) y somáticas (originadas de forma 
espontánea durante la vida del organismo, por ejemplo en un cáncer). Así, las primeras 
suelen ayudar a predecir la eficacia y toxicidad farmacológica mientras que las segundas 
a menudo permiten optimizar la elección del agente quimioterápico mediante la 
selección de dianas específicas112,113. Los tumores tienen una tasa de crecimiento y 
replicación muy alta, y por tanto muchas probabilidades de desarrollar mutaciones que, 
por otra parte, le sirven a menudo para escapar de los mecanismos de control de la 
proliferación. 
La variación genética puede originarse por inserciones, deleciones, inversiones o 
variaciones en el número de copias de un fragmento de ADN de tamaño variable (CNV), 
siendo las variaciones genéticas más frecuentes los SNPs, originados por la variación de 
un solo nucleótido de la secuencia, y que representan el 90% de la variabilidad 
genética114.  
Se estima que en el genoma humano puede haber más de 10 millones de SNPs, los 
cuales pueden localizarse en genes o en regiones intergénicas. Dentro de los primeros, 
podemos localizarlos en la región promotora, exones (5´UTR, regiones codificantes y 
3´UTR) o en intrones. Los SNPs localizados en regiones codificantes pueden ser 
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sinónimos, si el cambio de nucleótido no produce un cambio de aminoácido; no 
sinónimos, si el cambio de nucleótido produce un cambio de aminoácido; alteraciones 
en el marco de lectura (del inglés, Frameshift) y codones de parada o stop que se 
traduzcan en modificaciones de la actividad enzimática, la estabilidad de la proteína o la 
afinidad de unión por su ligando115–118.  Además, podemos encontrar variantes en sitios 
de splicing, los cuales pueden estar en el principio o final de un exón y en el final o 
principio de un intrón afectando al procesamiento del ARNm (Figura 8)119. Cada uno de 
ellos puede afectar, en último término, a la cantidad y actividad de las proteínas 
codificadas por los respectivos genes con consecuencias en la eficacia y seguridad de los 
fármacos117,120.  
 
Figura 8. Localización de los SNPs en genes y clasificación de aquéllos localizados en regiones 
codificantes. 
 
   
1.5.2.- Estrategias para la búsqueda de biomarcadores farmacogenómicos 
Los biomarcadores genómicos se definen como una característica medible del ADN o del 
ARN que es indicadora de un proceso biológico normal, de un proceso patogénico y/o 
de una respuesta a una intervención terapéutica o de otro tipo90.  
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La identificación de biomarcadores en farmacogenética, es decir, en el ADN, se puede 
realizar mediante diferentes estrategias como son la selección de SNPs en genes que se 
conoce que interaccionan con el fármaco en cuestión, también llamados genes 
candidatos, o bien mediante estrategias que analicen todo el genoma por igual, como 
por ejemplo los estudios GWAS, del inglés, genome wide association study. 
 
1.5.2.1.- Estudios de asociación de genes candidatos 
Los estudios por genes candidatos parten de la hipótesis de que variaciones en genes 
que participan en la ruta del fármaco pueden afectar a su eficacia/toxicidad. De esta 
forma, su principal limitación es la dependencia del conocimiento existente en un 
momento concreto acerca de esa farmacología en cuestión. Los resultados positivos son 
fáciles de interpretar y pueden proporcionar información clínicamente útil. Sin embargo, 
los resultados negativos a veces son más difíciles de interpretar ya que muchos estudios 
carecen del suficiente tamaño muestral para detectar efectos, teniendo en cuenta el 
alto número de variables analizadas por lo general112. 
La estrategia a seguir en este tipo de estudios puede ser directa e indirecta. La forma 
directa consiste en catalogar variantes conocidas y funcionalmente implicadas en 
regiones reguladoras o codificantes de genes, con la esperanza de que este repertorio 
contenga cambios que confieran susceptibilidad a la enfermedad o a la respuesta a un 
fármaco. Esta estrategia es la más seguida y la que ha dado mayores frutos en 
farmacogenética. Sin embargo, a menudo el conocimiento adquirido no alcanza para 
explicar el grado de variabilidad observado por lo que se utiliza una forma indirecta. En 
este caso, como alternativa, se pueden utilizar métodos que representen toda o una 
gran parte de la variabilidad existente. Esto implica la inclusión, entre otras, de variantes 
neutrales, es decir, aquellas que a priori no contribuyen a una variación fenotípica o ésta 
se desconoce pero que se encuentran correlacionados genéticamente con las variantes 
genéticas funcionales que pueden estar contribuyendo a un determinado rasgo o 
enfermedad121. Cuando 2 o más variantes genéticas se transmiten frecuentemente 
juntas se dice que están en desequilibrio de ligamiento, del inglés, Linkage 
Disequilibrium (LD). Esto implica que, si la variante causal no se selecciona para el 
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genotipado, pero sí se selecciona una variante cercana y ambas están en LD,  entonces 
la segunda se asociará con el efecto analizado en el estudio caso-control. Estas variantes 
cercanas a las potencialmente causales se denominan tags y se definen como variantes 
de las que se dispone de información previa, obtenida de estudios de ligamiento, y que 
a su vez pueden ligarse a alelos de susceptiblidad122. 
Esta estrategia indirecta de selección de SNPs en los estudios de asociación genética es 
una de las más utilizadas, sobre todo desde la constitución del Proyecto HapMap, que 
mediante el análisis inicial de SNPs, cataloga los patrones haplotípicos basándose en que 
el genoma humano se divide en bloques de alto LD o baja diversidad haplotípica, 
separados por puntos de elevada recombinación (hotspots) que rompen el 
desequilibrio123,124. De esta manera, el HapMap proporciona la información de los tag-
SNPs, considerados como el conjunto mínimo de SNPs necesarios para detectar un 
haplotipo permitiendo establecer el mínimo grupo de marcadores necesario para 
recoger la práctica totalidad de variación genética en una región determinada, lo que se 
denomina tagging125,126. Con la realización de un tagging, se podría detectar asociación, 
si esta existiese, con cualquiera de las variantes presentes en esta región.  
Existen varios algoritmos bien conocidos para seleccionar tag-SNPs127,128, así como 
herramientas que facilitan la selección de los mismos en un espacio de tiempo 
considerablemente corto con respecto a lo que supondría su selección manual. Los 
datos que estos servicios web administran y procesan contienen la información 
relevante de las últimas versiones de HapMap y Ensembl, entre otros123,129–131. 
La implantación de estos estudios de selección de tag-SNPs en la investigación para la 
identificación de nuevos polimorfismos asociados a un mayor riesgo de CCR se ha 
empezado a poner de manifiesto en los últimos años con resultados favorables132–137. 
Este tipo de estudios, aunque cada vez más asequibles, requiere a día de hoy de 
importantes recursos tanto humanos como financieros, pero suponen también un paso 
importante hacia la caracterización de variables clínicamente relevantes138.  
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1.5.2.2.- Estudios de genoma completo 
Cuando se desconoce total o parcialmente la ruta en el organismo de un determinado 
fármaco, la estrategia para identificar biomarcadores tiene que englobar a todo el 
genoma y no priorizar ningún gen.  
Por un lado, los estudios de asociación de genoma completo o GWAS han llevado 
recientemente a la identificación de decenas de loci en el genoma humano que están 
asociados con la susceptibilidad a padecer numerosas enfermedades complejas y 
relacionados, en muchas ocasiones, con el efecto de los fármacos139,140. Estos modelos 
están teniendo un éxito particular porque parten de la hipótesis de que cualquier 
variación genética en el genoma puede contribuir a la variación en la respuesta al 
fármaco e investigan la asociación entre la variación genética común y un determinado 
carácter sin exigir ideas predefinidas sobre la causa de la enfermedad141. 
Estos estudios se basan en el empleo de una gran selección de marcadores genéticos, 
principalmente SNPs, repartidos a lo largo de todo el genoma, que capturan una elevada 
variabilidad genética por LD, comparando la actividad de múltiples genes en individuos 
con un fenotipo e individuos con otro fenotipo distinto95. Debido a estas características, 
carecen del sesgo de selección de los estudios por genes candidatos y pueden identificar 
varios polimorfismos que contribuyan al efecto. Su principal limitación es que requieren 
tamaños muestrales muy elevados y generalmente es difícil interpretar los resultados 
positivos encontrados142. 
Los GWAS han mejorado notablemente desde su aparición y la existencia de centros de 
genotipado masivo en muchos países (en España, el Centro Nacional de Genotipado143) 
ha facilitado a los científicos el acceso a este tipo de estudios y mejorado la calidad de 
los mismos. En el caso del CCR se han descubierto marcadores asociados a toxicidad 
mediante esta técnica144. No obstante, la evolución en el campo de la farmacogenética 
es compleja y también lo es su implementación en clínica que, a pesar de su gran 
potencial para mejorar el resultado clínico de los pacientes, está siendo un proceso muy 
lento.  
Por otro lado, las técnicas de secuenciación, han experimentado un importante 
desarrollo recientemente en cuanto a la longitud y el número de los fragmentos 
Introducción 
 
27 
 
secuenciados y a la rapidez en su secuenciación y han dado lugar a la denominada 
secuenciación paralela o de siguiente generación (NGS, del inglés, next generation 
sequencing)145. La NGS se está aplicando a la secuenciación del genoma completo y de 
la región codificante, también conocida como exoma en el que se encuentra el 85% de 
las enfermedades hereditarias146,147. Esta técnica está permitiendo el estudio de 
genomas completos humanos o de otras especies poniendo de manifiesto las 
diferencias interindividuales. Sin embargo, también se puede enfocar al estudio de 
genes específicos, es decir, a genes candidatos, en lo que se conoce como paneles de 
genes. Así, la NGS abre nuevos horizontes para la comprensión de la variación genómica 
humana, revelando la secuencia codificante y proporcionando un visión global del mapa 
genómico148. 
La NGS está basada en la secuenciación masiva de moléculas de ADN amplificadas de 
forma paralela149. A través de distintos ciclos de reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) o de sucesivos ligamientos de oligonucleótidos, se obtiene la secuencia de cientos 
de millones de bases individuales. Posteriormente estas secuencias son ensambladas a 
un genoma o secuencia de referencia, lo que permite secuenciar múltiples genes, 
regiones específicas o incluso un genoma completo150,151.  
Recientemente, la secuenciación masiva ha sido empleada en la investigación en CCR 
creando importantes expectativas en la identificación de variantes poco frecuentes que 
expliquen los efectos observados88,152–154. 
 
1.6.- Farmacogenética de las reacciones adversas a fluoropirimidinas en 
cáncer colorrectal 
Aunque son varios los fármacos y grupos terapéuticos utilizados en el tratamiento del 
CCR, las fluoropirimidinas siguen constituyendo la base fundamental de la terapia89. Por 
esta razón, es el grupo más estudiado a nivel farmacogenético. 
La ruta farmacocinética y farmacodinámica de la capecitabina y del 5-FU es bien 
conocida y los genes que forman parte de ella presentan a menudo un grado de 
variabilidad que puede jugar un importante papel en la eficacia/toxicidad (Figuras 4 y 5). 
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Sin embargo, a pesar del gran número de publicaciones al respecto, sólo unos pocos 
polimorfismos han desarrollado un alto nivel de evidencia científica. El interés, como es 
lógico, se ha centrado en la búsqueda de marcadores farmacogenéticos de eficacia a 
tratamientos basados en fluoropirimidinas. Sin embargo, la elevada toxicidad de estos 
tratamientos y la limitación que tiene ésta sobre la adecuada administración de la 
terapia ha hecho que se busquen también biomarcadores de toxicidad. 
La gran mayoría de los estudios de farmacogenética de las reacciones adversas al 
tratamiento con fluoropirimidinas se centran en unos pocos genes, entre los que se 
encuentran DPYD, TYMS y MTHFR, a los cuales se les suele añadir CDA en el caso de que 
la fluoropirimidina estudiada sea capecitabina. De igual modo, dado que el tratamiento 
con una fluoropirimidina es a menudo combinado con oxaliplatino o irinotecan, en estos 
estudios es frecuente también analizar polimorfismos en genes como XRCC1 o GSTP1 en 
el caso de oxaliplatino y ABCB1 o UGT1A1, en el caso de irinotecan155–157.  
A continuación, se describen las mayores evidencias en la farmacogenética de las 
reacciones adversas a fluoropirimidinas de los genes más estudiados y algunos 
resultados no tan validados en genes menos estudiados.  
 
1.6.1.- Dihidropirimidina deshidrogenasa 
La DPYD es la enzima responsable de la inactivación de más del 80% del 5-FU a nivel 
hepático y la más estudiada en relación a la toxicidad a fluoropirimidinas (Figura 4)52. 
Bajos niveles de expresión de DPYD, o la expresión de una DPYD defectuosa se 
correlacionan con mayores niveles de 5-FU y por lo tanto con una mayor respuesta al 
tratamiento. Sin embargo, estos altos niveles de 5-FU, debidos a un metabolismo 
deficiente de las pirimidinas, provocan una elevada toxicidad que puede llegar a ser 
mortal158,159. 
Se estima que un 3% de la población es portadora de mutaciones en heterocigosis en 
DPYD que la inactivan, mientras que un 0,1% son homocigotos para estas mutaciones. 
Estos individuos, con baja o nula actividad enzimática, deberían ser candidatos a 
tratamiento con dosis reducidas de fluoropirimidinas o con fármacos alternativos160. 
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Se han descrito multitud de variaciones en la región codificante de DPYD, sin embargo 
sólo unas pocas han demostrado reducir la actividad enzimática161. Las variaciones 
genéticas más claramente asociadas con la toxicidad a fluoropirimidinas hasta la fecha 
son DPYD*2A (c.1905+1 G>A; rs3918290), D949V (c.2846A>T; rs67376798) y DPYD*13 
(c.1679 T>G, rs55886062). DPYD*2A es la variación más estudiada y sucede por 
transición de G a A en sitio de splicing del exón 14 provocando una deleción de este exón 
y por lo tanto la generación de una proteína truncada que es degradada por el 
proteosoma162. Por su parte, las variaciones rs67376798 y rs55886062 dan como 
resultado una sustitución aminoacídica Asp949Val e Ile560Ser en DPYD, 
respectivamente, generando una proteína con una funcionalidad muy disminuida163. 
La asociación entre el riesgo de toxicidad por fluoropirimidinas y la presencia de estas 3 
variantes está ampliamente descrita164–166. Como consecuencia se han elaborado guías 
de práctica clínica y test farmacogenéticos pre-terapéuticos para prevenir la toxicidad a 
fluoropimidinas, que además han demostrado ser coste-efectivos76,167. Estas guías de 
práctica clínica recomiendan el genotipado de estas 3 variantes en DPYD y proporcionan 
recomendaciones en cuanto a la dosificación de las fluoropirimidinas de manera que los 
pacientes homocigotos para cualquiera de estas variantes no funcionales en DPYD son 
claros candidatos a tratamiento con fármacos alternativos y los pacientes heterocigotos 
deberían iniciar el tratamiento con un 50% o menos de las dosis establecidas para 
individuos no portadores de las mismas168. Estas dosis iniciales deberán ser tituladas 
estableciéndose incrementos o reducciones en función de la tolerabilidad y toxicidad.  
A pesar de estos avances en la prevención de toxicidad por déficit de DPYD se ha 
comprobado que la ausencia de cualquiera de estas 3 variantes no garantiza una 
ausencia de deficiencia de DPYD y confirma que otras variantes deben jugar un papel 
muy importante en la funcionalidad de la proteina169. Otra variante que está cerca de 
ser útil en la clínica pero que no acaba de ser implementada es la c.1236G>A/HapB3170. 
Por su parte, otras variantes como DPYD*3 (rs72549303), DPYD*7 (rs72549309), 
DPYD*8 (rs1801266) DPYD*9B (rs1801266 y rs1801267), DPYD*10 (rs1801268), 
DPYD*11 (rs72549306) y DPYD*12 (rs80081766 y rs78060119) no llegan al nivel de 
evidencia que haga dar recomendaciones sobre su genotipado por lo que se necesitan 
nuevos datos sobre ellas40. El resto de las numerosas variantes de DPYD, algunas 
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ampliamente estudiadas, no han demostrado una clara e inequívoca relación con 
toxicidad. Los resultados discrepantes obtenidos a menudo en el estudio de estas 
variantes pueden ser debidos a múltiples factores como la naturaleza retrospectiva en 
la mayoría de los estudios, un tamaño muestral insuficiente y la heterogeneidad de los 
protocolos de tratamiento. Todo ello ha limitado su utilidad en la práctica clínica74,171–
174.  
Por este motivo, es necesario identificar otras variantes en DPYD, conocidas o no, que 
contribuyan a la deficiencia de DPYD y por lo tanto a la toxicidad severa a 
fluoropirimidinas. Por otro lado, multitud de trabajos han puesto de manifiesto que 
aproximadamente entre un 33-66% de pacientes con toxicidad severa presentan un 
fenotipo normal de la enzima DPYD, lo que sugiere que además de esta enzima existen 
otras que determinan la toxicidad a estos fármacos175,176. 
 
1.6.2.- Timidilato sintasa 
La enzima TYMS es la diana del 5-FU. La sobreexpresión de TYMS se ha relacionado con 
un peor pronóstico y falta de respuesta al tratamiento con fluoropirimidinas, mientras 
que la baja expresión se relaciona con un exceso de 5-FU libre y por lo tanto con 
toxicidad177. 
Se han descrito variantes en TYMS que regulan los niveles de expresión. Así se han 
estudiado exhaustivamente dos polimorfismos en el enhancer de la región promotora 
de TYMS (TSER) y uno en la región 3´UTR. Uno de los polimorfismos de la región 
promotora (rs34743033) consiste en repeticiones en tándem de 1 a 4 veces de una 
secuencia de 28 pares de bases, siendo lo más frecuente 2 o 3 repeticiones. Se ha 
observado una correlación positiva entre el número de repeticiones y los niveles de 
ARNm de TYMS y la expresión de la proteína. Por lo tanto, pacientes homocigotos para 
3 repeticiones de esta secuencia en TSER tendrían una actividad de la enzima de 2 a 4 
veces mayor y peor pronóstico y respuesta al tratamiento con fluoropirimidinas que 
pacientes homocigotos para 2 repeticiones. Además, en este fragmento repetido puede 
haber un SNP (C>G) en la posición 12 y se asocia con un nivel de expresión de TYMS 2,6 
veces superior al del alelo con 2 repeticiones en TSER, tanto in vitro como en el tumor178.  
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Por último, otro SNP estudiado en TYMS consiste en una deleción de 6 pares de bases y 
se localiza en la posición 1494 de la región 3´UTR, la cual está relacionada con la 
regulación del gen a nivel postranscripcional a través del control de la estabilidad del 
ARNm. Este polimorfismo, rs34489327, se asocia con una reducción en la estabilidad del 
ARNm in vitro y una expresión reducida de la proteína TYMS en el tejido tumoral en 
CCR179.  
La mayoría de estudios farmacogenéticos con estas variantes se han centrado en la 
efectividad y en los pocos en los que se ha estudiado la toxicidad no se han encontrado 
asociaciones estadísticamente significativas de manera independiente. Los resultados sí 
que han sido positivos cuando se han combinado polimorfismos en TYMS con otros en 
genes como MTHFR180 o DPYD181. En este último estudio, se ha propuesto un algoritmo 
para evitar reacciones adversas severas a capecitabina. Sin embargo, el valor predictivo 
positivo es claramente insuficiente, no superando el 50%, por lo que, de nuevo, se hace 
necesario la identificación de nuevas variantes. 
 
1.6.3.- Metilentetrahidrofolato reductasa 
MTHFR es una enzima clave en la homeostasis y en la regulación del folato intracelular, 
esencial para la síntesis de proteínas y ácidos nucleicos. Su papel principal es catalizar la 
transformación de 5,10-CH2-THF a 5-metilentetrahidrofolato (5-CH3-THF), este último 
sirve como un donante de grupos metilo necesario para la conversión de homocisteína 
en metionina y subsecuente producción de S-adenosilmetionina (SAM). SAM es el 
donador universal de grupos metilo en humanos y es necesario para múltiples 
reacciones de metilación en la célula, entre ellas la metilación del ADN (Figura 5 y Figura 
9)182,183.  
Los polimorfismos más frecuentes y estudiados en MTHFR son C677T (rs1801133) y 
A1298C (rs1801131). En la población general, el 60-70% de los individuos presenta al 
menos una de estas variantes en homocigosis o heterocigosis184,185.  
La variante C677T ha sido asociada con una disminución de la actividad de MTHFR, con 
un incremento de los niveles de homocisteína y una alteración en la distribución del 
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folato, respondiendo mejor al tratamiento con 5-FU los pacientes con genotipo TT que 
los heterocigotos o los homocigotos con genotipo CC186. Por su parte, el genotipo 
1298CC en un estudio de una población con CCR avanzado se ha correlacionado con un 
mayor riesgo de desarrollar reacciones adversas graves después de quimioterapia 
basada en 5-FU187. Sin embargo, a nivel de toxicidad los resultados son muy 
contradictorios. Por un lado, hay estudios que asocian el polimorfismo 1298A>C, pero 
no el 677C>T con toxicidad a 5-FU188,189. Por otro lado, hay otros estudios que asocian el 
polimorfismo 677C>T, pero no el 1298A>C, con toxicidad a fluoropirimidinas190. Es más, 
hay estudios en los que la variante 677C>T es protectora de toxicidad191, mientras que 
en otros la misma variante está asociada a mayor riesgo de toxicidad192. 
Por todo esto, es necesaria la realización de nuevos estudios para esclarecer el papel de 
las variaciones genéticas de MTHFR en el tratamiento con fluoropirimidinas. 
 
Figura 9. Ciclo del folato. 
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1.6.4.- Citidina deaminasa 
La enzima CDA, participa en el proceso de conversión de la capecitabina en 5-FU. 
Lógicamente, una elevada capacidad de conversión de capecitabina a 5-FU se relaciona 
con mayores niveles de 5-FU y consecuentemente con una mayor efectividad del 
tratamiento y una mayor toxicidad asociada al mismo193,194. Ciertos polimorfismos en el 
gen que codifica esta enzima, como rs3215400, rs532545 y rs2072671, han sido 
asociados a toxicidad inducida por fluoropirimidinas181,195,196.  
De manera similar a la anteriormente mencionada utilización conjunta de polimorfismos 
en DPYD y TYMS para predecir toxicidad a fluoropirimidinas, se ha diseñado un algoritmo 
utilizando polimorfismos en CDA y ABCB1 con resultados muy parecidos197. Sin embargo, 
hacen falta más estudios para confirmar estas asociaciones y mejorar el poder predictivo 
de estas pruebas. 
 
1.6.5.- Otros genes implicados en la ruta de las fluoropirimidinas 
La ruta de las fluoropirimidinas, como se ha comentado previamente, es bien conocida 
y proporciona al menos 33 genes candidatos (Figuras 4 y 5). No obstante, no todos los 
genes integrantes de la ruta han sido estudiados en igual medida, siendo en algunas 
ocasiones, escasas o nulas las evidencias que existen en relación a algunos de ellos y su 
asociación con toxicidad de las fluoropirimidinas. En ningún caso estas variantes tienen 
un nivel de evidencia suficiente para ser aplicadas a la práctica clínica y se tienen que 
considerar en fase exploratoria. 
Las carboxilesterasas CES1 y CES2, cuyos niveles son variables en función de la 
localización tisular, participan en el primer paso de la conversión de capecitabina a 5-
FU198. Se han identificado varios polimorfismos asociados a reacciones adversas severas 
al tratamiento con capecitabina199,200. Recientemente, se han identificado 5 variantes 
en CES1 que podrían contribuir en la toxicidad precoz a capecitabina201. Por su parte, las 
variantes 6046G>A y rs11075646 en CES2 han sido asociadas a diarrea de grado 3-4 y a 
síndrome mano-pie, respectivamente202,203.  
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Algunos autores han comprobado que los niveles de TYMP suelen estar más elevados 
en el tejido tumoral que en el tejido normal adyacente204. Una elevada expresión 
intratumoral de TYMP se ha asociado frecuentemente con una falta de respuesta a 
quimioterapia del 5-FU, a pesar de su contribución en la activación de este fármaco. El 
polimorfismo más estudiado hasta la fecha en relación al riesgo de toxicidad ha sido el 
rs11479. Así, se ha demostrado que los pacientes con genotipo AA o AG podrían tener 
un mayor riesgo de toxicidad farmacológica, así como de necesidad de modificación 
posológica tras el tratamiento con fluoropirimidinas en comparación con los pacientes 
con genotipo GG205. Este polimorfismo junto con rs470119 también ha sido relacionado 
con impacto en la supervivencia global203. 
El gen más estudiado en la activación del 5-FU ha sido UMPS. En este gen, el 
polimorfismo rs1801019 se ha asociado a una actividad incrementada de la enzima y a 
toxicidad hematológica y diarrea inducidas por 5-FU181.  
La enzima TK1 también ha sido investigada y se han identificado ciertos polimorfismos 
que podrían contribuir a toxicidad asociada a fluoropirimidinas como es rs8071253206. 
La sobrerregulación que ha mostrado en ciertos tejidos tumorales, constituye esta 
enzima como una diana potencial en la terapia207,208. 
La etapa limitante del catabolismo de 5-FU, como se comentó previamente, es la 
conversión de 5-FU a DHFU por la DPYD. El DHFU se convierte entonces en fluoro-beta-
ureidopropionato (FUPA) y posteriormente en FBAL por la acción de la DPYS y UPB1, 
respectivamente209. La deficiencia en enzimas en esta vía puede resultar en toxicidad 
severa e incluso fatal de 5-FU. Aunque las variaciones en DPYD han sido las más 
investigadas, las variantes en DPYS también han demostrado influir en la toxicidad de 5-
FU210. Se demostró que una variante rara en DPYS (833G>A, Gly278Asp) en el exón 5 era 
la variante determinante de toxicidad severa en un paciente que recibía 5-FU211. Otras 
variantes en DPYS como 1635delC y Leu7Val han demostrado in vitro dar lugar a una 
actividad enzimática reducida212. Más recientemente, se han identificado las variantes 
253C>T, 1217G>A, c.1-1T>C y c.265-58T>C que podrían explicar la toxicidad severa en 
una cohorte de pacientes213. Las alteraciones en el gen UPB1, que codifica la enzima que 
cataliza el paso final en la vía catabólica de 5-FU, no se han estudiado tan extensamente 
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como las anteriores y sólo unas pocas como c.872_873+11del13 y c.-80C>G (rs2070474) 
han sido asociadas a toxicidad por 5-FU214. 
ENOSF1 (enolasa superfamilia M1), a pesar de no ser un gen integrante de la ruta de las 
fluoropirimidinas, se ha propuesto recientemente como un regulador de la expresión de 
TYMS a través de mecanismos antisentido, ya que las secuencias de ambos genes están 
solapadas88. Una de las variantes más estudiadas, rs2612091, ha sido asociada a 
toxicidad severa relacionada con capecitabina, principalmente síndrome mano-pie, 
observándose un mayor riesgo de esta reacción adversa en pacientes portadores de la 
variante G en homocigosis197.  
Hasta la fecha no se ha descrito asociación alguna con reacciones adversas severas a 5-
FU en muchos otros genes de la ruta de fluoropirimidinas, como por ejemplo, XRCC3 o 
TP53. Ningún estudio relaciona de momento tampoco los transportadores de 5-FU con 
toxicidad a este fármaco, aunque probablemente sea por los pocos trabajos que han 
estudiado estos genes. Los principales transportadores implicados en la ruta son ABCC3, 
ABCC4, ABCC5 y ABCG2 (del inglés, ATP-binding cassette C3, C4, C5 y G2) y SLC29A1 y 
SLC22A7 (del inglés, solute carrier family 29 (equilibrative nucleoside transporter), 
member 1 y solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 7, 
respectivamente). Los primeros contribuyen en el eflujo celular de múltiples sustratos, 
entre ellos 5-FU, y, por tanto, en la resistencia farmacológica, mientras que los segundos 
son responsables de la captación de 5-FU182. El valor predictivo de los trasportadores 
continúa siendo un aspecto complejo, debido fundamentalmente a la escasez de 
estudios que evalúen el equilibrio entre la captación-eflujo (evaluación de 
transportadores ABC y SLC en una misma cohorte de pacientes) y su relación posterior 
con el metabolismo del 5-FU y/o la interacción con su diana farmacológica215. Sería de 
enorme interés encontrar marcadores de toxicidad a fluoropirimidinas en 
transportadores de 5-FU. 
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A pesar de los avances en farmacogenética de las fluoropirimidinas en los últimos años, 
sólo un pequeño porcentaje de los pacientes que sufren reacciones adversas severas al 
tratamiento con las mismas son identificados. Por este motivo, se pone de manifiesto la 
urgente necesidad de realización de estudios mediante nuevos abordajes que permitan 
identificar nuevas variantes asociadas a toxicidad severa en pacientes tratados con 
quimioterapia basada en fluoropirimidinas. Para ello en la presente memoria nos 
disponemos a identificar variantes genéticas asociadas a toxicidad a capecitabina en 
pacientes con CCR mediante abordajes experimentales no utilizados para este fin, como 
la selección de tag-SNPs o la secuenciación masiva de exomas aplicada al estudio de 
genes de la ruta de fluoropirimidinas.
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2.- HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
2.1.- Hipótesis 
La respuesta a fármacos es un proceso altamente complejo en el que intervienen 
múltiples factores, aunque una buena parte de la variabilidad interindividual observada 
en la toxicidad se puede deber a la variación genética entre individuos. 
En este sentido, el análisis de tag-SNPs podría ser útil para identificar nuevos 
polimorfismos en genes de la ruta de las fluoropirimidinas que estén asociados a 
toxicidad severa en pacientes con CCR tratados con regímenes quimioterápicos basados 
en capecitabina. Por otro lado, la secuenciación masiva de exomas permitiría identificar 
todas las variantes en genes de esta ruta en pacientes con una elevada toxicidad al 
tratamiento quimioterápico que contiene capecitabina y ayudaría a comprender los 
mecanismos asociados a toxicidad y a identificar variantes causantes de la misma. 
 
2.2.- Objetivos 
• Identificar polimorfismos genéticos asociados a toxicidad severa al tratamiento 
con regímenes quimioterápicos basados en capecitabina mediante el uso de tag-SNPs 
en genes candidatos en pacientes con CCR. 
• Evaluar el impacto de la secuenciación masiva de exomas para identificar 
variantes genéticas en genes de la ruta de las fluoropirimidinas en pacientes con CCR 
asociadas con toxicidad severa al tratamiento con regímenes quimioterápicos basados 
en capecitabina. 
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3.- MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1.- Diseño del estudio 
El estudio fue observacional, analítico, prospectivo-retrospectivo de casos y controles.  
 
3.2.- Población de estudio 
Se incluyeron pacientes diagnosticados de CCR en cualquier estadio de la enfermedad 
tratados con regímenes quimioterápicos basados en capecitabina procedentes de los 
servicios de Oncología Médica del Hospital General Universitario Gregorio Marañón, 
Hospital Universitario 12 de Octubre, Hospital Universitario La Paz y Hospital 
Universitario Ramón y Cajal.  
El periodo de estudio durante el que se incorporaron los pacientes se inició en enero de 
2007 y finalizó en septiembre de 2016. Las muestras de pacientes obtenidas en el 
periodo 2007-2010 procedieron exclusivamente del Hospital General Universitario 
Gregorio Marañón. Posteriormente se incorporaron muestras del Hospital Universitario 
12 de Octubre durante el periodo 2011-2012. Finalmente, las muestras obtenidas desde 
el año 2013 procedieron de la colección de la Cohorte de Oncología del BioBanco del 
Hospital General Universitario Gregorio Marañón, integrada por muestras de pacientes 
procedentes de los 4 hospitales participantes. 
Los dos estudios desarrollados en el presente trabajo incluyeron distinto número de 
pacientes en función del momento en el que se llevó a cabo el análisis de los datos. En 
el estudio de selección de tag-SNPs el análisis de datos se realizó en abril de 2016 e 
incluyó a 301 pacientes, mientras que el análisis de los datos del estudio de 
secuenciación masiva de exomas fue posterior, en septiembre de 2016, incluyéndose en 
este caso a 319 pacientes. 
 
3.2.1.- Criterios de inclusión  
- Edad mayor a 18 años. 
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- Diagnóstico de cáncer de colon o recto. 
- Tratamiento quimioterápico con un régimen que contuviera capecitabina en cualquier 
línea de tratamiento. 
- Tener una puntuación ECOG menor o igual a 2. 
 
3.2.2.- Criterios de exclusión 
- Duración de tratamiento inferior a 2 meses, siempre que este periodo estuviera libre 
de reacciones adversas severas. Este criterio se aplicó con el fin de evitar incluir 
pacientes que hubieran recibido muy pocos ciclos de quimioterapia sin toxicidad 
importante. 
 
3.2.3.- Aspectos éticos 
La participación de los pacientes fue voluntaria. Los oncólogos responsables informaron 
a los mismos y, en caso de aceptación, se procedió a la firma del consentimiento 
informado previo a la inclusión de los pacientes y obtención de las muestras biológicas 
de acuerdo a la Ley 14/2007 de Investigación Biomédica. En el Anexo 1 se muestra, como 
ejemplo, el consentimiento informado que firmaron los pacientes cuyas muestras 
forman parte de la Cohorte de Oncología del BioBanco del Hospital General Universitario 
Gregorio Marañón, aunque, como se ha comentado previamente, las muestras 
analizadas proceden también de 2 colecciones previas registradas en el Instituto de 
Salud Carlos III y cuyo responsable es el Dr. Luis Andrés López Fernández (C.0000990 y 
C.0001004). 
Los Comités Éticos de Investigación Clínica de los hospitales implicados aprobaron tanto 
la realización del estudio como el consentimiento informado destinado a pacientes. 
El estudio se llevó a cabo según lo establecido en la declaración de Helsinki (Edimburgo, 
2000) y sus posteriores actualizaciones y en el Convenio para la protección de los 
derechos humanos y la dignidad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la 
Biología y la Medicina (Oviedo, 1997). Se siguió la Ley Orgánica 15/1999 sobre 
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protección de datos de carácter personal y la ley 41/2002 reguladora del principio de 
autonomía y de derechos y obligaciones en materia de información y documentación 
clínica. 
Al tratarse de un estudio observacional, la participación en el estudio no interfirió en el 
manejo clínico de los pacientes.  
 
3.3.- Variables del estudio 
Se recogieron variables relativas a pacientes y tratamiento recibido mediante revisión 
de historias clínicas. Se utilizaron Microsoft Access® y Microsoft Excel® como principales 
aplicaciones para el manejo de datos. La recogida de estos datos se realizó de forma 
sistemática mediante formularios. Se codificaron las muestras con el fin de preservar la 
confidencialidad de los pacientes.  
 
3.3.1.- Datos de pacientes 
- Edad: variable cuantitativa continua. Toma el valor en años del paciente al inicio del 
tratamiento con capecitabina a partir de la fecha de nacimiento. 
- Sexo: variable cualitativa dicotómica que toma valores hombre o mujer. 
- Tipo de cáncer: variable cualitativa dicotómica que toma valores colon o recto.  
- Estadio tumoral en el momento del diagnóstico: variable cualitativa politómica. Toma 
valores 0, I, II, III y IV atendiendo a la clasificación TNM. 
- ECOG: variable cualitativa politómica. La principal función de esta escala es la de 
objetivar la calidad de vida del paciente. Se puntúa con valores de 0 (el paciente se 
encuentra totalmente asintomático y es capaz de realizar un trabajo y actividades 
normales de la vida diaria) a 5 (paciente fallecido). En este estudio, debido al criterio de 
inclusión, la variable ECOG toma valores sólo de 0 a 2. Este último valor se define porque 
el paciente no es capaz de desempeñar ningún trabajo, se encuentra con síntomas que 
le obligan a permanecer en la cama durante varias horas al día, además de las de la 
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noche, pero que sin superar el 50% del día. El individuo satisface la mayoría de sus 
necesidades personales solo.  
- Hospital: variable cualitativa politómica que toma valores Hospital General 
Universitario Gregorio Marañón, Hospital Universitario 12 de Octubre, Hospital 
Universitario La Paz y Hospital Universitario Ramón y Cajal. 
 
3.3.2.- Datos del tratamiento 
- Línea de tratamiento: variable cualitativa politómica. Puede ser neoadyuvancia, 
adyuvancia o tratamiento metastásico. 
- Tipo de régimen: variable cualitativa dicotómica. Puede ser monoterapia o 
combinación debido a la asociación de la capecitabina con distintos fármacos citotóxicos 
concomitantes. 
- Fármacos concomitantes: variable cualitativa politómica. Se define como los fármacos 
que forman parte de un régimen de combinación. Pueden ser: oxaliplatino, irinotecan o 
anticuerpos monoclonales. 
- Motivo de fin de tratamiento: variable cualitativa politómica. Los motivos de fin de 
tratamiento considerados en el presente estudio fueron petición del paciente, toxicidad 
inaceptable, progresión, fin de tratamiento, criterio médico, exitus y cirugía de rescate. 
- Reducción o retraso de dosis y retirada de capecitabina por toxicidad: variables 
cualitativas dicotómicas que toman valores Sí o No. 
 
3.3.3.- Reacciones adversas y su gradación 
Todas las reacciones adversas fueron revisadas de acuerdo a la clasificación CTCAE v4.0 
del NCI81. Esta clasificación permite otorgar un grado que varía de 1 (leve) a 5 (muerte) 
en función de la severidad y de la reacción adversa analizada. 
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Las reacciones adversas registradas se detallan en la Tabla 3. No se tuvieron en cuenta 
reacciones adversas características de otros fármacos, como, por ejemplo, la neuropatía 
periférica inducida por oxaliplatino. 
La toxicidad cutánea se definió como reacción cutánea acneiforme. La toxicidad 
hematológica se definió como la presencia de anemia, leucopenia, neutropenia o 
plaquetopenia. 
 
Tabla 3. Reacciones adversas registradas y su gradación. 
Toxicidad Reacciones adversas (CTCAE v4.0) 
Gastrointestinal Náuseas y vómitos (0-5) 
Diarrea (0-5) 
Mucositis y estomatitis (0-5) 
Hepática Hiperbilirrubinemia (0-4) 
Hipertransaminemia (0-4) 
Otras toxicidades Pérdida de peso y anorexia (0-5) 
Toxicidad cutánea (0-5) 
Síndrome mano-pie (0-3) 
Toxicidad hematológica (0-5) 
Reacción alérgica (0-5) 
Astenia (0-3) 
CTCAE v4.0, del inglés, Common Terminology Criteria for Adverse Events versión 4.0. 
 
Para el análisis de las reacciones adversas severas, establecidas en esta memoria como 
aquéllas de grado>2, se definieron las toxicidades como variables binarias de acuerdo a 
la clasificación NCI CTCAE v4.0 (nula/moderada: grado 0-2 frente a severa: grado 3-5). 
Se adoptó este criterio por ser el más utilizado en la literatura216. 
Se registró también la prescripción de factores estimulantes de colonias granulocíticas 
(GCSF) debido a neutropenia. Se analizó la toxicidad global, definida por la presencia de 
cualquier reacción adversa de grado superior a 2.  
 
 
Material y Métodos 
48 
 
3.4.- Aislamiento de ADN 
Se recogieron 3-5mL de sangre de los pacientes reclutados en el estudio en un tubo 
conteniendo ácido etilendiaminotetracético como anticoagulante. Las muestras fueron 
almacenadas a 4°C hasta su procesamiento.  Para la extracción de ADN genómico se 
utilizó el High Pure PCR template preparation kit (Roche Applied Sciences, Penzberg, 
Germany) a partir de 200 µL de sangre, siguiendo las instrucciones del fabricante217. 
Posteriormente, tanto las muestras de sangre como las extracciones de ADN fueron 
conservadas a -80°C. 
Se determinó la concentración y la calidad del ADN midiendo la absorbancia a 230, 260 
y 280 nm en un espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, Massachusetts, 
USA). Todas las muestras fueron diluidas a una concentración final de 10 ng/µL. 
 
3.5.- Selección de tag-SNPs 
La selección de los SNPs a estudiar fue realizada a través de la herramienta web Select 
Your SNPs (SYSNPs)131. En la actualidad esta herramienta no está accesible, por lo que 
los resultados no son verificables. Los genes analizados en el presente estudio fueron: 
CDA, CES1, DPYD, ENOSF1, SLC22A7, TYMP, TYMS y UMPS. 
La elección de los tag-SNPs se realizó de acuerdo a los siguientes criterios: Nonsense 
Mediated Decay transcript, synonymous coding, nonsynonymous coding, frameshift 
coding, stop gained, stop lost, 5’UTR, 3’UTR, regulatory region, splice site, essential splice 
site, within mature miRNA y 500 pb upstream. Los resultados se filtraron por tagger type 
(aggressive), population (CEU), min MAF (0.05), R2 threshold (0.8) y min Genotype (75). 
Los SNPs seleccionados a través de esta herramienta se muestran en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Tag-SNPs seleccionados en CDA, CES1, DPYD, ENOSF1, SLC22A7, TYMP, TYMS y UMPS.  
Gen SNP MAF Función 
CDA rs12726436 0,094 5’UTR 
rs2072671 0,330 Non Synonymous coding 
rs1048977 0,344 Synonymous coding 
CES1 rs2397787 0,207 Downstream 
rs7498748 0,051 Upstream 
DPYD rs291593 0,318 3’UTR 
rs291592 0,491 3’UTR 
rs1042482 0,082 3‘UTR 
rs12119882 0,094 Downstream 
rs6668296 0,104 Downstream 
rs4421623 0,156 Downstream 
ENOSF1 rs3744962 0,089 Synonymous coding 
rs2612086 0,374 Non synonymous coding 
rs1059384 0,277 3’UTR 
SLC22A7 rs17209379 0,107 Upstream 
rs1574430 0,397 Downstream 
rs2270860 0,275 Synonymous coding 
rs4149178 0,129 3’UTR 
TYMP rs470119 0,402 Downstream 
TYMS rs2853741 0,297 Upstream 
TYMS/ENOSF1 rs699517 0,280 3’UTR 
UMPS rs2279199 0,491 5’UTR 
rs1139538 0,388 5’UTR 
rs4678145 0,117 Upstream 
rs9844948 0,150 Upstream 
rs3772804 0,339 Upstream 
SNP, del inglés, single nucleotide polymorphism; MAF, Frecuencia del alelo minoritario; UTR, 
del inglés, Untranslated Region. 
 
 
3.6.- Genotipado de tag-SNPs 
De los 26 tag-SNPs seleccionados (Tabla 4), fueron genotipados 23 en el Centro Nacional 
de Genotipado- Plataforma de Recursos Biomoleculares y Bioinformáticos – Instituto de 
Salud Carlos III (CeGen-PRB2-ISCIII) a través de la tecnología de genotipado OpenArray® 
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(Applied Biosystems) con sondas TaqManTM según instrucciones del fabricante218. Los 
SNPs CES1 rs2397787, DPYD rs1042482 y ENOSF1 rs1059384 fueron descartados debido 
a problemas con el diseño y síntesis de la sonda TaqManTM. 
 
3.7.- Secuenciación de exomas 
Se seleccionó una muestra de 8 sujetos de la población de 319 pacientes (en adelante 
población global) con elevado grado de toxicidad inducida por capecitabina para 
secuenciar su exoma completo. La elaboración de las librerías se realizó en el Hospital 
General Universitario Gregorio Marañón y la secuenciación se llevó a cabo en la Unidad 
de Genómica del Hospital Universitario 12 de Octubre.  
Las librerías fueron preparadas utilizando el kit ION AmpliseqTM Exome RDY v3 (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) mediante sucesivos pasos de amplificación de exones, 
digestión, purificación, ecualización y purificación magnética de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante219.  
Se utilizaron 100 ng de ADN de partida para la amplificación de los exomas. Las 
condiciones de la amplificación y de la posterior PCR realizada pueden consultarse en 
las Tablas 5 y 6, respectivamente.  
 
Tabla 5. Condiciones de la amplificación exónica. 
Componente Volumen (μL) 
5X Ion AmpliSeqTM HiFi Mix 14 
100 ng gADN 6 
Agua libre de nucleasa 50 
Total 70 
        ADN, ácido desoxirribonucleótido 
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Tabla 6. Condiciones de la PCR utilizada para la amplificación exónica. 
Proceso Temperatura (°C) Tiempo 
Activación enzimática 99 2 min 
Desnaturalización 99 15 s 
Anillamiento/Extensión 60 16 min 
-- 10 Mantenimiento 
 
Tras la amplificación de los exones, se llevó a cabo la digestión parcial de los fragmentos 
amplificados utilizando 6µl de FuPa Reagent y realizando una PCR posteriormente con 
las condiciones indicadas en la Tabla 7.  
 
Tabla 7. Condiciones de la PCR utilizada para la digestión parcial. 
Proceso Temperatura (°C) Tiempo 
Activación enzimática 99 2 min 
Desnaturalización 99 15 s 
Anillamiento/Extensión 60 16 min 
-- 10 Mantenimiento 
 
Los adaptadores o identificadores, utilizados para revelar la secuencia genómica de cada 
paciente, fueron ligados a estos fragmentos mediante las soluciones Ion Adapter, Ion 
Xpress Barcode X y ADN ligasa y posterior PCR (Tabla 8). 
 
Tabla 8. Condiciones de la PCR utilizada para ligar los adaptadores a los fragmentos. 
Temperatura (°C) Tiempo 
22 30 min 
72 10 min 
10 Mantenimiento (1 h) 
 
El proceso descrito se esquematiza en la Figura 10. 
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Figura 10. Preparación de las librerías mediante amplificación, digestión parcial de los fragmentos 
amplificados y ligamiento de adaptadores. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Posteriormente se procedió a la purificación de las librerías utilizando el reactivo 
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) según instrucciones del 
fabricante219. Las librerías fueron cuantificadas mediante un fluorímetro Qubit® 2.0 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo al protocolo y ecualizadas utilizando el kit Ion 
Library Equalizer (Applied Biosystems) hasta una concentración final de 100pM. La 
ecualización se realizó a través del reactivo AMPure XP Beads y posterior PCR (Tabla 9).  
 
Tabla 9. Condiciones de la PCR utilizada para la ecualización de las librerías. 
Temperatura (°C) Tiempo 
98 2 min 
98 15 s 
64 1 min 
10 Mantenimiento (1 h) 
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Las librerías fueron combinadas en pares, acopladas a esferas para la secuenciación y 
amplificadas por PCR en una emulsión utilizando el kit Ion PITM Template OT2 200 v3 y 
los equipos OneTouch2 y OneTouch ES (Applied Biosystems). Las muestras se cargaron 
en el Ion PI chip v2 y se corrieron en un secuenciador Ion Proton (Applied Biosystems). 
 
3.8.- Identificación de variantes en los exomas secuenciados 
Las secuencias fueron alineadas y las variantes identificadas mediante comparación con 
la secuencia de referencia genómica humana hg19 (University California Santa Cruz, 
UCSC) equivalente a la Genome Reference Consortium h37 (GRCh37). Dichas variantes 
fueron detectadas mediante el software Ion ReporterTM (Applied Biosystems) y la 
configuración para muestras individuales. Los datos fueron exportados a archivos VCF. 
Posteriormente, para facilitar el manejo de los mismos, se utilizó Microsoft Excel®.  
Las variantes obtenidas fueron filtradas para los 33 genes conocidos de la ruta de las 
fluoropirimidinas, implicados en el transporte, metabolismo y mecanismo de acción de 
la capecitabina: ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCG2, CDA, CES1, CES2, CYP2A6, DHFR, DPYD, 
DPYS, ERCC2, FPGS, GGH, MTHFR, PPAT, RRM1, RRM2, SLC22A7, SLC29A1, SMUG1, TDG, 
TK1, TP53, TYMP, TYMS, UCK1, UCK2, UMPS, UPB1, UPP1, UPP2 y XRCC3. 
Esto permitió la identificación de todas las variantes en genes de la ruta de las 
fluoropirimidinas en los 8 pacientes con respecto a la secuencia de referencia y la 
posterior selección, entre éstas, de las variantes no sinónimas y frameshift en SNPs e 
inserciones/deleciones localizadas en regiones exónicas codificantes, las cuales fueron 
verificadas posteriormente.  
 
3.8.1.- Verificación de las variantes obtenidas en regiones codificantes 
Las variantes obtenidas en regiones exónicas codificantes de los 8 pacientes se 
verificaron mediante secuenciación de Sanger, SNaPshot, LightSNiPs o genotipado 
mediante PCR a tiempo real con sondas TaqManTM, de acuerdo a las instrucciones de los 
fabricantes, tal y como se resume en la Tabla 10.  
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Tabla 10. Técnicas y secuencias de oligonucleótidos empleadas para la verificación de las variantes 
obtenidas en regiones codificantes. 
Gen SNP Método de 
verificación 
Oligo-
nucleótido 
Secuencia 
ABCC4 rs11568658 Secuenciación F GGTGTTTAATGCAATGAAAAAGGATCCC 
R TTGACATCACACGAGACTTCCTC 
ABCG2 rs2231137 Secuenciación F CCTGTGAGGTTCACTGTAGGTA 
R GGGATGTATTTGACATCTAATTGGAGT 
rs2231142 Secuenciación F ACAGGAAACTTCTGAATCAGAGTCAT 
R GTTTGGAAATGTCTGCTGGTAGTTA 
CDA rs2072671 SNaPshot F CTGAAGCCTGAGTGTGTCCA 
R CCATCCAACTTCCTTCCTCA 
SNAP TTTTTCCTGAGTGTGTCCAGCAGCTGC 
TGGTTTGCTCCAAGGAGGCCAAG 
DPYD 
 
rs1801158 LightSNiPs F F-TTTGCAGTCACAATATGGAGCT 
A A-ATGTGCTGGTGGCTGGAGT 
FL GCCATTTCTACACTAATGTCC--FL 
LC LC-CCAGATCAATAGGAGTGTAAAA 
GAGGGG-PH 
rs1801159 LightSNiPs F F-GTTTCTGCCAAGCCTGAAC 
R R-TCCAGCTTCAAAAGCTCTTCG 
FL CCAAAAGGATTTACAAACTTCA--FL 
LC LC-CCGGCCATTTCTACACTAATGTCCACC-
PH 
rs1801265 LightSNiPs F F-TGAGAGAGACCGTGTCTCAA 
R R-CAGCATGAAATAGTGTATCAGTGGTA 
FL GCTTTAAATCCTCGAACACAAACTCA--FL  
LC LC-CAACTCTGCGTTCCACTTCG-PH  
rs1801160 TaqManTM F F-GCATGAAAATGTTGATGTG 
R R-CAGACACTCCTCCATATG 
Alelo G TGCCAATGGCGTTACAGCCA-FAM 
Alelo A TGCCAATGGCATTACAGCCA-VIC 
rs2297595 SNaPshot F CAATCGAGCCAAAAAGGAAG 
R CCCTCTAGGTGGGAGTAGGG 
SNAP AAATTTTAACCATGACAATTGATTTCCCCG 
TAGGTATTCAAAGCA 
Nueva Secuenciación F TTTGTCTTGCACGTCTCCAG 
R GGGATCATAAAGGGCACAAA 
FPGS rs10760502 Secuenciación F GCGGTGCTGATTGATGGCG 
R GGGACGCTATAGTCTCCGAATTCC 
GGH rs11545077 Secuenciación F GGTTCCTCCTTGCACCAAAAGC 
R CGTTTCCAGAGTCTCCGCTTAGG 
MTHFR 
 
rs1801133 SNaPshot F TCACAAAGCGGAAGAATG 
R GCCTCTCCTGACTGTCATC 
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Gen SNP Método de 
verificación 
Oligo-
nucleótido 
Secuencia 
SNAP AGAATGTGTCAGCCTCAAAGAA 
AAGCTGCGTGATGATGAAATCG 
rs2274976 Secuenciación F TTTACAGGGAAGTGTTTGTTTATGTCAGG 
R CATTTGTTGAGCTCAGCTTGAACTAG 
rs35737219 Secuenciación F AAGCAGCACTGTGGAGGAGGAA 
R ACACTGGACCCAGCCTTCAGG 
TDG rs4135113 Secuenciación F TTTACAGGGAAGTGTTTGTTTATGTCAGG 
R CATTTGTTGAGCTCAGCTTGAACTAG 
UPP2 rs6710480 Secuenciación F TAGGATGCCACACCTTCAAAGGG 
R CCACTGTTTTTATTGCTTTATGAGCTG 
XRCC3 rs861539 Secuenciación F CCAGAACCTGAGAAACAGGAAGCA 
R CTGGTGGTCATCGACTCGGT 
UCK1 Nueva Secuenciación F CCGCTCACCCCTATCAGGAA 
R GATCGCTCCAGTCGCCTC 
GGH Nueva Secuenciación F GCAGAGCTTTTGAAAGGCGG 
R GCACCAAAAGCGAAGCACAT 
SNP, del inglés, single nucleotide Polymorphism; F, oligonucleótido forward; R, oligonucleótido reverse; 
FL, fluoresceína; LC, LC-Red Dye; PH, fosfato; SNAP, sonda para SNaPshot. 
 
3.8.1.1.- Secuenciación de Sanger 
El genotipo de los polimorfismos rs11568658 (ABCC4), rs2231137, rs2231142 (ABCG2), 
rs10760502 (FPGS), rs11545077 (GGH), rs2274976, rs35737219 (MTHFR), rs4135113 
(TDG), rs6710480 (UPP2) y rs861539 (XRCC3), así como de los 3 nuevos hallados en 
DPYD, UCK1 y GGH, fue realizado en los pacientes cuyo exoma fue descifrado mediante 
mediante una segunda técnica, en este caso PCR y secuenciación de Sanger.  
Los oligonucleótidos utilizados F y R para cada una de las amplificaciones y su secuencia 
se detallan en la Tabla 10. Las condiciones de la PCR del producto de amplificación se 
especifican en la Tabla 11. 
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Tabla 11. Condiciones de la PCR utilizada en la secuenciación de Sanger. 
Componente Volumen 
(µL) 
 Proceso Temperatura 
(°C) 
Tiempo 
2X PCR Master Mix 
(Promega) 
12,5  Activación 95 5 min 
Oligonucleótido F (10µM) 2  Desnaturalización 94 30 s 
35 
ciclos 
Oligonucleótido R (10µM) 2  Anillamiento 57 40 s 
Agua 7,5  Extensión 72 90 s 
ADN genómico (10ng/µL) 1  Extensión final 72 5 min 
Volumen total 25  Mantenimiento 4   
   ADN, ácido desoxirribonucleótido; PCR, reacción en cadena de la polimerasa. 
 
Los productos de PCR fueron purificados mediante Illustra ExoSapIt (GE Healthcare) 
siguiendo las instrucciones de la Tabla 12. La secuenciación fue realizada en la Unidad 
de Genómica del Instituto de Investigación Sanitaria Gregorio Marañón y la secuencia 
fue analizada con SnapGene Viewer 3.2.1 (GSL Biotech, Chicago, IL, USA). 
 
Tabla 12. Condiciones de purificación por ExoSapIt. 
Componente Volumen (µL)  Proceso Temperatura (°C) Tiempo 
Producto de PCR 5  Incubación  37 1 h 
ExoSapIt 1  Inactivación 80 15 min 
Volumen total 6     
   PCR, reacción en cadena de la polimerasa. 
 
3.8.1.2.- SNaPshot 
Los polimorfismos rs2072671 (CDA), rs2297595 (DPYD) y rs1801133 (MTHFR) fueron 
genotipados en los pacientes cuyo exoma fue secuenciado mediante una segunda 
técnica, en este caso SNaPshot. 
Esta técnica permite el genotipado de hasta 15 SNPs en una única reacción y, 
básicamente, tiene 3 pasos. En el primero de ellos se lleva a cabo una reacción múltiple 
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de PCR mediante la cual el ADN de los pacientes es amplificado en un termociclador 
(Tabla 13). 
 
Tabla 13. Condiciones de la PCR inicial de la técnica SNaPshot. 
Componente Volumen 
(µL) 
 Proceso Temperatura 
(°C) 
Tiempo 
2X Qiagen Multiplex PCR 
Master Mix 
10  Activación 95 15 min 
Mezcla de 
oligonucleótidos 
4  Desnaturalización 94 30 s 
40 
ciclos Agua 4  Anillamiento 60 90 s 
ADN genómico 2  Extensión 72 90 s 
Volumen total 20  Extensión final 72 5 min 
   Mantenimiento 4   
  ADN, ácido desoxirribonucleótido; PCR, reacción en cadena de la polimerasa. 
 
En esta reacción se combinan todos los oligonucleótidos F y R (Tabla 10) para dar lugar 
a productos de amplificación de tamaños diferentes. Después de comprobar la correcta 
amplificación por electroforesis con el BioAnalyzer 2100 y el kit DNA1000 (Agilent 
Technologies), el producto de PCR es purificado mediante ExoSapIt (GE Healthcare), con 
el fin de digerir los nucleótidos no incorporados y los oligonucleótidos sobrantes para 
que éstos no interfieran en la reacción de SNaPshot (Tabla 12). 
En el segundo paso, una vez obtenidos los productos de PCR que contienen los SNPs 
para genotipar, se realiza la reacción de SNaPshot mediante el SNaPshot Multiplex Kit 
(Life Technologies), según las recomendaciones del fabricante220. En ella se produce la 
extensión de un oligonucleótido diseñado adyacente al SNP de interés por uno de los 4 
dideoxinucleótidos trifosfato marcados mediante florescencia. Estos oligonucleótidos, 
puesto que intervienen en una reacción múltiple, son diseñados con un tamaño 
diferente para poder ser diferenciados más adelante en la electroforesis capilar (Tabla 
10). Los nucleótidos que se utilizan en esta reacción tienen una modificación estructural 
que impide a la Taq ADN polimerasa seguir añadiendo más nucleótidos, y además están 
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marcados con un fluorocromo distinto que permitirá diferenciarlos más adelante. Una 
vez finalizada la reacción de SNaPshot, la mezcla se trata con fosfatasa alcalina para 
eliminar los nucleótidos fluorescentes no incorporados (Tabla 14). 
 
Tabla 14. Condiciones de la reacción de SNaPshot. 
Componente Volumen (µL)  Temperatura (°C) Tiempo 
Mix SNaPshot 2,5  96 10 s 
25 ciclos Producto de PCR 1,5  50 5 s 
Mezcla de oligonucleótidos 0,5  60 30 s 
Agua 0,5  4 Pausa  
Volumen total 5  Adición de 0,5 µL de fosfatasa alcalina  
   37 1 h  
   75 15 min  
   4   
PCR, reacción en cadena de la polimerasa. 
 
Los productos extendidos tras la reacción de SNaPshot son finalmente separados en el 
tercer paso mediante un secuenciador capilar ABI Prism 3100 (Life Technologies) y los 
SNPs son discriminados utilizando el software PeakScan versión 1.0 (Life Technologies). 
 
3.8.1.3.- LightSNiPs 
Los polimorfismos rs1801158, rs1801159 y rs1801265 en DPYD fueron genotipados en 
los pacientes cuyo exoma fue secuenciado mediante una segunda técnica, en este caso 
utilizando sondas LightSNiPs (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany) en un LighCycler® 480 
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Las sondas LightSNiPs consisten en un par de 
oligonucleótidos que amplifican la región de interés y otro par de oligonucleótidos 
modificados con moléculas fluorescentes que se transfieren energía si están muy 
próximas, tecnología conocida como FRET (del inglés, Fluoresce Resonance Energy 
Transfer). Si las dos sondas marcadas encuentran un ADN al que unirse se aproximan y 
emiten fluorescencia que es detectada. Una de las sondas está marcada con fluoresceína 
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(FL) en su extremo 3’ y la otra está marcada con LC-Red DY (LC). Las reacciones se 
llevaron a cabo siguiendo los siguientes protocolos de mezcla de reacción y de PCR 
(Tabla 15). 
 
Tabla 15. Condiciones de la reacción de LightSNiPs. 
Componente Volumen 
(µL) 
 Temperatura 
(°C) 
Tiempo Número 
de ciclos 
LightCycler ® 480 Genotyping Master 1  37 30 s 1 
Oligonucléotidos no marcados (10µM) 0,25 de cada  95 20 s 1 
Oligonucleótidos marcados (3µM) 0,25 de cada  95 3 s 
40 
ADN (10ng/µl) 2  60 20 s 
Agua 1  37 30 s 1 
Volumen total 5     
  ADN, ácido desoxirribonucleótido. 
 
El análisis de los genotipos se realizó utilizando el LightCycler® 480 software v1.5 (Roche 
Diagnostics). 
 
3.8.1.4.- PCR a tiempo real con sondas TaqManTM 
El polimorfismo rs1801160 (DPYD) fue genotipado en los pacientes cuyo exoma fue 
secuenciado mediante una segunda técnica, en este caso PCR a tiempo real con sondas 
TaqManTM. Se sintetizaron sondas TaqMan® SNP genotyping Assay para este 
polimorfismo. El procedimiento se encuentra detallado en la Tabla 11 y esquematizado 
en la Figura 11221.  
Cada una de estas sondas TaqManTM está compuesta por 4 oligonucleótidos: 2 que 
flanquean la secuencia a analizar (F y R) y 2 internos que contienen el SNP que se 
interrogará con las 2 posibles secuencias, cada uno de estos últimos marcado con un 
fluoróforo diferente (VIC y 6-FAM). Estos 2 oligonucleótidos marcados con moléculas 
fluorescentes portan además un quencher que absorbe y enmascara la fluorescencia de 
VIC y 6-FAM por proximidad. Durante la PCR, los oligonucleótidos marcados reconocen 
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la secuencia homóloga y se unen sólo si la secuencia es totalmente complementaria. 
Durante el paso de extensión de la Taq ADN polimerasa ésta llega al oligonucleótido 
marcado, liberando el quencher y permitiendo la emisión del fluoróforo 
correspondiente a la secuencia homóloga.  
 
Figura 11. Procedimiento de genotipado mediante sondas TaqManTM. Life Technologies Corporation. 
 
 
En el caso de que el paciente sea heterocigoto para el SNP en cuestión, se observarán 
los dos tipos de fluorescencia. Si el paciente es, por el contrario, homocigoto se 
observará únicamente una de las dos florescencias, indicándonos si es homocigoto 
salvaje o mutado. Las sondas fueron diseñadas y sintetizadas por Life Technologies. La 
reacción de PCR a tiempo real fue desarrollada en el equipo StepOne Plus (Applied 
Biosystems) usando TaqMan® GTXpress Master Mix (Applied Biosystems), la sonda 
TaqManTM correspondiente y el ADN de los pacientes, según instrucciones del 
fabricante218. Los resultados fueron analizados utilizando el software StepOne v2.3. 
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3.8.2.- Predicción del efecto de las variantes in silico 
SIFT (del inglés, Sorting Intolerant From Tolerant222) y PolyPhen-2 (del inglés, 
Polymorphism Phenotyping223) son herramientas que predicen el posible impacto de las 
sustituciones aminoacídicas en la estructura y función de las proteínas humanas. Se 
registraron las puntuaciones SIFT y PolyPhen-2 para todas las variaciones no sinónimas 
y frameshift en regiones exónicas codificantes identificadas en los 8 pacientes cuyo 
exoma fue secuenciado.  
PolyPhen-2 utiliza consideraciones físicas y comparativas directas y genera, para cada 
variante, un resultado de predicción cualitativa (benigna, posiblemente dañina o 
probablemente dañina) y una puntuación de probabilidad numérica, además de los 
datos de sensibilidad y especificidad. Los resultados “probablemente dañina” y 
“posiblemente dañina” significan que la variante se prevé que sea dañina con alta y baja 
confianza, respectivamente, mientras que una predicción “benigna” significa que la 
variante se predice como benigna con alta confianza. Las puntuaciones de probabilidad 
numéricas oscilan de 0 (benigna) a 1 (dañina)224. 
SIFT se basa en el grado de conservación de los residuos aminoacídicos dentro de las 
familias de proteínas. Las posiciones altamente conservadas tienden a ser intolerantes 
a la sustitución, mientras que aquellas con un bajo grado de conservación toleran la 
mayoría de las sustituciones. De esta manera predice las sustituciones que afectan a la 
funcionalidad de las proteínas si la probabilidad escalada, también denominada 
puntuación SIFT, se encuentra por debajo de un cierto valor umbral. El rango de 
puntuación SIFT oscila de 0 a 1. La sustitución aminoacídica se predice como dañina si la 
puntuación es <= 0,05 y tolerada si la puntuación es > 0,05225. 
 
3.9.- Genotipado de polimorfismos en la población global de estudio 
Los SNPs clasificados como dañinos o probablemente dañinos por SIFT y PolyPhen-2, 
respectivamente, fueron seleccionados para su genotipado en la población de 319 
pacientes tratados con capecitabina con el fin de estudiar la posible asociación con 
toxicidad severa (Tabla 16).  
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Para este estudio, los polimorfismos rs11568658 (ABCC4) y rs1801160 (DPYD) fueron 
genotipados mediante PCR a tiempo real con sondas TaqManTM (C__31356445_10 y 
C__11372171_10, respectivamente). La reacción de PCR se llevó a cabo en el equipo 
StepOne Plus (Applied Biosystems). Los resultados fueron analizados utilizando el 
software StepOne v2.3. 
El polimorfismo rs1801158 (DPYD) fue genotipado mediante el uso de una sonda 
LightSNiPs (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany) en un LightCycler 480-II (Roche Diagnostics, 
Basel, Switzerland) (Tabla 10). 
Los polimorfismos rs2297595 (DPYD) y rs1801133 (MTHFR) fueron analizados mediante 
SNaPshot (Tabla 10). 
Las técnicas de genotipado se encuentran descritas en detalle en el apartado 3.8.1. 
 
Tabla 16. Polimorfismos genotipados en la población global y técnicas de genotipado empleadas. 
Gen SNP Técnica de genotipado 
ABCC4 rs11568658 PCR a tiempo real con sondas TaqManTM 
DPYD rs1801158 
rs1801160 
rs2297595 
Sondas LightSNiPs 
PCR a tiempo real con sondas TaqManTM 
SNaPshot 
MTHFR rs1801133 SNaPshot 
   SNP, del inglés, single nucleotide polymorphism; PCR, reacción en cadena de la polimerasa. 
 
3.10.- Análisis estadístico 
Los datos se registraron en una base de datos de Microsoft Access® y fueron exportados 
a la aplicación Microsoft Excel® para facilitar su manejo. Posteriormente se analizaron 
utilizando el programa Statistical Package for the Social Sciences versión 15 (SPSS, Inc).  
Para el estudio de las reacciones adversas severas se tuvieron en cuenta las toxicidades 
como variables binarias de acuerdo a la clasificación NCI CTCAE v4.0 (nula/moderada: 
grado 0-2 frente a severa: grado 3-5). 
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Se estudió mediante el test χ2 de Pearson de asociación lineal por lineal la asociación 
entre los 23 tag-SNPs y cada una de las reacciones adversas severas a capecitabina, así 
como toxicidad global, reducción, retraso de dosis o retirada de capecitabina por 
toxicidad (análisis univariante). El análisis se realizó bajo un modelo codominante o 
aditivo. Para aquellas asociaciones estadísticamente significativas, se determinó la 
magnitud de la asociación mediante odds ratios (OR) con sus correspondientes 
intervalos de confianza (IC) al 95% mediante modelos de regresión logística 
multivariante dominantes y recesivos. Se analizaron variables de confusión como sexo, 
tipo de cáncer, hospital de procedencia, PS y medicación concomitante. Los valores de 
p estadísticamente significativos fueron ajustados mediante Benjamini y Hochberg False 
Discovery Rate (FDR) utilizando el software R versión 3.3.3 para minimizar la limitación 
de la multitud de ensayos realizados simultáneamente. Valores de p<0,05 se 
consideraron estadísticamente significativos.  
Igualmente, se estudió la asociación bajo un modelo codominante entre los SNPs 
seleccionados en la secuenciación de exomas y la toxicidad global a capecitabina, así 
como la reducción, retraso de dosis y retirada de capecitabina por toxicidad mediante 
el test χ2 de Pearson de asociación lineal por lineal (análisis univariante). No se realizó 
ninguna corrección para las pruebas múltiples debido a la naturaleza exploratoria de 
este estudio. Se determinó la magnitud de la asociación mediante OR con sus 
correspondientes IC al 95% mediante modelos de regresión logística multivariante para 
las asociaciones que habían sido estadísticamente significativas en el análisis previo 
univariante. Se utilizaron los modelos dominante y recesivo para el análisis 
multivariante. Se analizaron variables de confusión como sexo, tipo de cáncer, hospital 
de procedencia y medicación concomitante. Valores de p<0,05 fueron considerados 
estadísticamente significativos. 
Dada la importancia de las variantes de DPYD en el metabolismo de 5-FU y que 
aparecieron 5 de ellas en los 8 pacientes cuyo exoma fue secuenciado, se llevó a cabo 
un estudio sobre el posible efecto acumulativo de estas variantes en la toxicidad. Para 
ello se creó una puntuación midiendo el número de estas variantes por paciente. Para 
aquellos pacientes que presentaban el alelo salvaje en homocigosis se asignó una 
puntuación de 0, para los heterocigotos se asignó una puntuación de 1 y para aquellos 
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que presentaban en homocigosis el alelo mutado, la puntuación asignada fue 2. 
Posteriormente se obtuvo un valor por paciente sumando la puntuación de las 5 
variantes analizadas. Este análisis fue realizado en la población de 319 pacientes. Para 
el análisis estadístico mediante el test χ2 de Pearson de asociación lineal por lineal se 
crearon 2 grupos: pacientes con 0-3 puntos y pacientes con 4-10 puntos. Un valor de 
p<0,05 se consideró estadísticamente significativo. 
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4.- RESULTADOS 
4.1.- Identificación de polimorfismos genéticos asociados a reacciones 
adversas severas al tratamiento con regímenes quimioterápicos basados 
en capecitabina en genes candidatos mediante selección de tag-SNPs 
 
4.1.1.- Características basales de los pacientes 
En el presente estudio fueron incluidos 301 pacientes diagnosticados de CCR tratados 
con regímenes quimioterápicos basados en capecitabina, procedentes del Hospital 
General Universitario Gregorio Marañón, Hospital Universitario 12 de Octubre, Hospital 
Universitario La Paz y Hospital Universitario Ramón y Cajal.  
 
4.1.1.1.- Análisis de datos de pacientes y de tratamiento recibido 
La mediana de edad al diagnóstico fue 65 años (rango, 30-88 años) y la distribución por 
sexos fue prácticamente homogénea (51,8% hombres y 48,2% mujeres). Los pacientes 
presentaron mayoritariamente cáncer de colon (72,4%) frente a cáncer de recto, siendo 
el estadio tumoral avanzado (grado IV) el más frecuente (40,9%). La mayoría de los 
pacientes procedieron de 2 de los hospitales participantes en el estudio, el Hospital 
General Universitario Gregorio Marañón (40,9%) y el Hospital Universitario 12 de 
Octubre (51,1%). 
La combinación de regímenes como abordaje terapéutico fue más frecuente que la 
capecitabina en monoterapia (79,1% vs 20,9%), como era de esperar según las prácticas 
habituales de los hospitales participantes. En más de la mitad de las líneas de 
tratamiento, el oxaliplatino fue el fármaco elegido como complemento a la 
fluoropirimidina (66,4%). Otros fármacos administrados de forma concomitante, pero 
en menor medida, fueron irinotecan y anticuerpos monoclonales (bevacizumab, 
cetuximab y panitumumab).  
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Un 18,3% de los tratamientos recibidos se interrumpió definitivamente debido a la 
elevada toxicidad. Asimismo, fueron comunes los retrasos en la administración de 
sucesivos ciclos de quimioterapia y las reducciones de dosis que, junto con las 
suspensiones del tratamiento por toxicidad, se pusieron de manifiesto en un 74,1% de 
los pacientes. Los datos demográficos y de tratamiento se detallan en la Tabla 17.  
 
  
  Resultados 
69 
 
Tabla 17. Características basales y de tratamiento. 
Parámetro N (%) 
Edad (años)   
Mediana de edad al diagnóstico 65 (30-88) 
Sexo  
Hombres 156 (51,8%) 
Mujeres  145 (48,2%) 
Tipo de cáncer  
Colon 218 (72,4%) 
Recto 83 (27,6%) 
Estadio tumoral   
I-II 60 (19,9%) 
III 118 (39,2%) 
IV 123 (40,9%) 
Hospital  
Hospital General Universitario Gregorio Marañón 123 (40,9%) 
Hospital Universitario La Paz 19 (6,3%) 
Hospital Universitario 12 de Octubre 154 (51,1%) 
Hospital Universitario Ramón y Cajal 5 (1,7%) 
Línea de tratamiento  
Adyuvante 140 (46,5%) 
Metastásico 157 (52,2%) 
Neoadyuvante 4 (1,3%) 
Tipo de régimen  
Monoterapia 63 (20,9%) 
Combinación 238 (79,1%) 
Fármacos concomitantes  
Oxaliplatino 200 (66,4%) 
Irinotecan 39 (13,0%) 
Anticuerpos monoclonales 77 (25,6%) 
Motivo de fin de tratamiento  
Petición del paciente 6 (2,0%) 
Toxicidad inaceptable 55 (18,3%) 
Progresión 73 (24,3%) 
Fin de tratamiento 141 (46,8%) 
Criterio médico 14 (4,6%) 
Exitus 5 (1,7%) 
Cirugía de rescate 7 (2,3%) 
Reducción o retraso de dosis y retirada del fármaco por toxicidad 
 tratamiento 
223 (74,1%) 
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4.1.1.2.- Análisis de reacciones adversas severas 
Las reacciones adversas severas observadas con mayor frecuencia en los pacientes 
tratados con quimioterapia basada en capecitabina fueron diarrea (12,6%), toxicidad 
hematológica (10,6%) y síndrome mano-pie (8,0%). Las frecuencias detalladas de las 
mismas pueden observarse en la Tabla 18. 
 
Tabla 18. Reacciones adversas severas. 
Reacciones adversas grado>2* N (%) 
Diarrea 38 (12,6%) 
Toxicidad hematológica 32 (10,6%) 
Síndrome mano-pie 24 (8,0%) 
Reacción alérgica 16 (5,3%) 
Astenia 16 (5,3%) 
Hipertransaminemia 11 (3,7%) 
Nauseas/vómitos 10 (3,3%) 
Hiperbilirrubinemia 10 (3,3%) 
Mucositis/estomatitis  5 (1,7%) 
Pérdida de peso y anorexia  4 (1,3%) 
Toxicidad cutánea 4 (1,3%) 
       *Reacciones adversas revisadas de acuerdo a la clasificación CTCAE v4.0 del NCI. 
 
La prescripción de factores estimulantes de colonias granulocíticas (GCSF) debido a 
neutropenia fue necesaria en 15 pacientes (5,0%). Un total de 133 pacientes sufrieron 
algún tipo de reacción adversa severa (44,2%). 
 
4.1.2.- Tag-SNPs seleccionados en la ruta de las fluoropirimidinas y genotipado 
Los genes analizados en el presente estudio fueron CDA, CES1, DPYD, ENOSF1, SLC22A7, 
TYMP, TYMS y UMPS. De acuerdo a los criterios aplicados (ver sección 3.5 de Material y 
Métodos), se seleccionaron 26 tag-SNPs en dichos genes utilizando la herramienta web 
SYSNPs (Tabla 4). 
La distribución del número y frecuencia de SNPs seleccionados por gen se muestra en la 
Figura 12. 
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Figura 12. Proporción de tag-SNPs seleccionados en cada gen analizado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
       Número de tag-SNPs identificados; porcentaje de tag-SNPs. 
 
La localización de estos tag-SNPs seleccionados fue proporcionada por la misma 
herramienta web SYSNPs y posteriormente revisada empleando la base de datos de 
dbSNPs226. De los SNPs seleccionados, 2 de ellos eran variantes no sinónimas en regiones 
codificantes (CDA rs2072671, ENOSF1 rs2612086), 6 se encontraban en regiones 3’UTR 
(DPYD rs291593, DPYD rs291592, DPYD rs1042482, ENOSF1 rs1059384, SLC22A7 
rs4149178 y TYMS/ENOSF1 rs699517) y 3 en regiones 5’UTR (CDA rs12726436, UMPS 
rs2279199, UMPS rs1139538). El resto de SNPs se encontraban localizados en regiones 
upstream/downstream y en regiones codificantes, pero estas últimas eran variantes 
sinónimas. La frecuencia del alelo minoritario (MAF) fue mayor de 0,05 para todos los 
SNPs, atendiendo a los criterios de selección. 
De los 26 tag-SNPs seleccionados, fueron genotipados 23 en el CeGen-PRB2-ISCIII. Los 
SNPs CES1 rs2397787, DPYD rs1042482 y ENOSF1 rs1059384 fueron descartados debido 
a problemas con el diseño y la síntesis de la sonda TaqManTM. La tasa de éxito de 
genotipado fue 95,2% con una concordancia de 100% entre muestras duplicadas que se 
utilizaron como control de calidad. 
 
3; 11%
2; 8%
6; 23%
3; 12%
4; 15%
1; 4%
1; 4%
1; 4%
5; 19%
CDA CES1 DPYD ENOSF1 SLC22A7 TYMP TYMS TYMS/ENOSF1 UMPS
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4.1.3.- Análisis de la asociación de tag-SNPs y reacciones adversas severas al 
tratamiento con regímenes quimioterápicos que contienen capecitabina  
Los siguientes 23 SNPs fueron analizados para estudiar su asociación con reacciones 
adversas severas en los 301 pacientes tratados con regímenes basados en capecitabina: 
rs12726436, rs2072671 y rs1048977 en CDA, rs7498748 en CES1, rs291593, rs291592, 
rs12119882, rs6668296 y rs4421623 en DPYD, rs3744962 y rs2612086 en ENOSF1, 
rs17209379, rs1574430, rs2270860 y rs4149178 en SLC22A7, rs470119 en TYMP, 
rs2853741 en TYMS, rs699517 común a TYMS y ENOSF1 y rs2279199, rs1139538, 
rs4678145, rs9844948 y rs3772804 en UMPS. 
Se hizo un primer análisis univariante según un modelo codominante o aditivo y 
posteriormente, con las asociaciones estadísticamente significativas del primer análisis, 
uno multivariante según modelos dominante y recesivo. En la Tabla 19 se muestran los 
valores de p obtenidos en el análisis univariante mediante el test χ2 de Pearson de 
asociación lineal por lineal. Se obtuvieron 21 asociaciones estadísticamente 
significativas de SNPs con efectos adversos severos: CDA rs12726436 con retraso de 
dosis (p=0,025), CDA rs2072671 con síndrome mano-pie (p=0,028) y toxicidad global 
(p=0,011), CDA rs1048977 con hiperbilirrubinemia (p=0,029), DPYD rs12119882 con 
hiperbilirrubinemia (p=0,018), ENOSF1 rs3744962 con reacción alérgica (p<0,001), 
ENOSF1 rs2612086 con hiperbilirrubinemia (p=0,031), SLC22A7 rs17209379 con 
síndrome mano-pie (p=0,017), reacción alérgica (p=0,008) y retirada de tratamiento 
(p=0,048), SLC22A7 rs2270860 con toxicidad cutánea (p=0,008), SLC22A7 rs4149178 con 
diarrea (p=0,026), TYMS rs2853741 con nauseas/vómitos (p=0,006) y diarrea (p=0,048), 
TYMS/ENOSF1 rs699517 con nauseas/vómitos (p=0,027), pérdida de peso/anorexia 
(p=0,009) y astenia (p=0,021), UMPS rs2279199 con nauseas/vómitos (p=0,008), UMPS 
rs1139538 con nauseas/vómitos (p=0,045) y pérdida de peso/anorexia (p=0,033) y 
UMPS rs4678145 con astenia (p=0,002). 
En las tablas de contingencia de estas asociaciones estadísticamente significativas se 
pueden observar los porcentajes de pacientes para cada genotipo que presentaron 
toxicidad severa (Tabla 20).  
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Tabla 20. Tablas de contingencia de las asociaciones estadísticamente significativas (p<0,05) entre 
polimorfismos y reacciones adversas severas en pacientes tratados con regímenes quimioterápicos 
basados en capecitabina. Análisis univariante según modelo codominante. 
Gen SNP Genotipo n 
% Reacción 
adversa 
p Reacción adversa 
CDA 
rs12726436 
GG 252 34,9 
0,025 Retraso de dosis AG 40 60 
AA 2 0 
rs2072671 
AA 125 12,8 
0,028 Síndrome mano-pie AC 128 3,9 
CC 41 4,9 
AA 125 52 
0,011 Toxicidad global AC 128 39,8 
CC 41 31,7 
rs1048977 
CC 134 0,7 
0,029 Hiperbilirrubinemia CT 130 5,4 
TT 29 6,9 
DPYD rs12119882 
AA 252 2 
0,018 Hiperbilirrubinemia 
AG 37 10,8 
ENOSF1 
rs3744962 
AA 228 2,2 
<0,001 Reacción alérgica AG 52 15,4 
GG 2 50 
rs2612086 
GG 36 5,6 
0,031 Hiperbilirrubinemia AG 146 5,5 
AA 111 0 
SLC22A7 
rs17209379 
AA 237 10,1 
0,017 Síndrome mano-pie AC 54 0 
CC 2 0 
AA 237 3,8 
0,008 Reacción alérgica AC 54 11,1 
CC 2 50 
AA 237 29,1 
0,048 
Retirada de 
tratamiento 
AC 54 38,9 
CC 2 100 
rs2270860 
CC 139 0 
0,008 Toxicidad cutánea CT 132 1,5 
TT 22 9,1 
rs4149178 
AA 209 15,8 
0,026 Diarrea AG 77 6,5 
GG 7 0 
TYMS rs2853741 
TT 26 11,5 
0,006 Náuseas /vómitos CT 117 4,3 
CC 136 0,7 
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Gen SNP Genotipo n 
% Reacción 
adversa 
p Reacción adversa 
TT 26 7,7 
0,048 Diarrea CT 117 19,7 
CC 136 5,9 
TYMS/ENOSF1 rs699517 
CC 132 1,5 
0,027 Náuseas /vómitos CT 138 2,9 
TT 22 13,6 
CC 132 0,8 
0,009 
Pérdida de 
peso/anorexia 
CT 138 0 
TT 22 13,6 
CC 132 9,1 
0,021 Astenia CT 138 2,9 
TT 22 0 
UMPS 
rs2279199 
TT 82 7,3 
0,008 Náuseas /vómitos CT 144 2,1 
CC 68 0 
rs1139538 
AA 40 7,5 
0,045 Náuseas /vómitos AG 137 3,6 
GG 116 0,9 
AA 40 5 
0,033 
Pérdida de 
peso/anorexia 
AG 137 1,5 
GG 116 0 
rs4678145 
GG 215 2,8 
0,002 Astenia CG 67 11,9 
CC 11 18,2 
SNP, del inglés, single nucleotide polymorphism; n, número de pacientes; p, valor de p. 
 
El análisis mostró que los pacientes que presentaron la variante G en homocigosis para 
el polimorfismo CDA rs12726436 tuvieron menor riesgo de sufrir retrasos de dosis frente 
aquéllos que presentaban la variante A en heterocigosis. El polimorfismo CDA rs2072671 
estuvo asociado también de forma estadísticamente significativa al desarrollo de 
síndrome mano-pie y toxicidad global. En ambos casos los pacientes homocigotos CC 
para este polimorfismo presentaron una menor probabilidad de padecer síndrome 
mano-pie y toxicidad global que los homocigotos AA. Por su parte, el polimorfismo CDA 
rs1048977 se asoció significativamente con hiperbilirrubinemia severa, situación en la 
que la variante T en homocigosis resultó estar relacionada con un mayor riesgo de 
desarrollar este efecto adverso de forma severa. 
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Los portadores de la variante DPYD rs12119882 en homocigosis para el alelo A tratados 
con capecitabina presentaron una menor frecuencia de hiperbilirrubinemia severa que 
los pacientes heterocigotos para la misma variante.  
El polimorfismo rs3744962 del gen ENOSF1 se asoció significativamente con reacción 
alérgica, teniendo un mayor riesgo de sufrir dicha reacción los pacientes portadores en 
homocigosis del alelo G que los portadores de la variante A tanto en heterocigosis como 
en homocigosis. Por su parte, el alelo G en el polimorfismo ENOSF1 rs2612086 se asoció 
a un mayor riesgo de padecer hiperbilirrubinemia severa frente al alelo A. 
Respecto al polimorfismo SLC22A7 rs17209379, éste se asoció estadísticamente a 
síndrome mano-pie, reacción alérgica y retirada de tratamiento a lo largo de la terapia 
con capecitabina. Así, los individuos homocigotos para el alelo C tuvieron una mayor 
frecuencia de reacción alérgica y retirada de tratamiento que los heterocigotos y 
homocigotos para el alelo A. Sin embargo, fue el alelo A en homocigosis para este mismo 
polimorfismo el que fue asociado estadísticamente al desarrollo de síndrome mano-pie 
severo. Por su parte, el polimorfismo rs2270860 en SLC22A7 se asoció a un mayor riesgo 
de desarrollar toxicidad cutánea en aquéllos individuos portadores del alelo T en 
homocigosis respecto a aquéllos individuos portadores del alelo C tanto en heterocigosis 
como en homocigosis. Un último polimorfismo, rs4149178, en el gen SLC22A7 fue 
asociado con diarrea severa, de manera que el alelo G resultó ser un marcador de baja 
o nula probabilidad de desarrollar el efecto adverso. 
La variante C del polimorfismo rs2853741 en el gen TYMS resultó protectora frente al 
desarrollo de nauseas/vómitos y diarrea severas. De esta manera, los individuos 
homocigotos para el alelo T presentaron mayor probabilidad de desarrollar estas 
reacciones adversas severas que los individuos homocigotos para el alelo C. 
El polimorfismo rs699517 del gen TYMS / ENOSF1 se asoció de forma estadísticamente 
significativa a náuseas/vómitos, pérdida de peso/anorexia y astenia. Los resultados del 
análisis muestran cómo los pacientes homocigotos para el alelo T tuvieron mayor 
probabilidad de sufrir náuseas/vómitos y pérdida de peso/anorexia que los pacientes 
heterocigotos CT y homocigotos CC. Sin embargo, a la vista de los resultados, el alelo T 
se mostró protector en el desarrollo de astenia severa. 
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Tres polimorfismos en UMPS fueron asociados estadísticamente al desarrollo de 
reacciones adversas severas. Ningún paciente homocigoto para la variante C del 
polimorfismo rs2279199 desarrolló náuseas o vómitos severos frente a los pacientes con 
los genotipos CT y TT, que los sufrieron en un 2,1 y 7,3% respectivamente. El 
polimorfismo rs1139538 en UMPS se asoció a una mayor frecuencia de desarrollo de 
náuseas/vómitos y pérdida de peso/anorexia para el alelo A respecto al alelo G tanto en 
heterocigosis como en homocigosis. Por último, los pacientes con el genotipo CC para el 
polimorfismo rs4678145 en el gen UMPS presentaron mayor riesgo de desarrollar 
astenia que los pacientes con los genotipos CG y GG. 
Para confirmar o desmentir si las asociaciones encontradas eran independientes o 
dependientes de otro factor se realizó un análisis mediante regresión logística 
multivariante, según modelos dominante y recesivo, sobre las asociaciones 
estadísticamente significativas obtenidas en el análisis univariante. Las variables de 
confusión analizadas fueron sexo, tipo de cáncer, hospital de procedencia, PS y fármacos 
concomitantes (oxaliplatino, irinotecan o bevacizumab). Además, para limitar el efecto 
de las combinaciones de factores analizados se realizó una corrección mediante FDR. 
Trece de las asociaciones estadísticamente significativas entre tag-SNPs y reacciones 
adversas severas obtenidas previamente en el análisis univariante, que incluyeron 10 
SNPs localizados en 6 genes, se confirmaron al analizar los datos mediante regresión 
logística multivariante: CDA rs12726436 con retraso de dosis (p=0,005), CDA rs2072671 
con síndrome mano-pie (p=0,008) y toxicidad global (p=0,007), CDA rs1048977 con 
hiperbilirrubinemia (p=0,044), DPYD rs12119882 con hiperbilirrubinemia (p=0,031), 
SLC22A7 rs2270860 con toxicidad cutánea (p=0,016), SLC22A7 rs4149178 con diarrea 
(p=0,034), TYMS rs2853741 con diarrea (p=0,008), TYMS/ENOSF1 rs699517 con 
nauseas/vómitos (p=0,014), pérdida de peso/anorexia (p=0,006) y astenia (p=0,021), 
UMPS rs2279199 con nauseas/vómitos (p=0,036) y UMPS rs4678145 con astenia 
(p=0,006) (Tabla 21). 
No se confirmaron las asociaciones estadísticamente significativas obtenidas en el 
análisis univariante entre los siguientes polimorfismos y reacciones adversas severas: 
ENOSF1 rs3744962 y reacción alérgica, ENOSF1 rs2612086 y desarrollo de 
hiperbilirrubinemia severa, SLC22A7 rs17209379 y desarrollo de síndrome mano-pie, 
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reacción alérgica y retirada de tratamiento, TYMS rs2853741 y nauseas/vómitos y UMPS 
rs1139538 y desarrollo de náuseas /vómitos y pérdida de peso/anorexia inducido por 
capecitabina. 
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El retraso en la administración de sucesivas dosis de capecitabina debido a reacciones 
adversas fue menos frecuente para el genotipo GG de CDA rs1272636 que para los 
genotipos AG y AA (OR: 2,743; IC 95%: 1,346-5,588; p=0,005). CDA rs2072671 fue el 
único SNP asociado con síndrome mano-pie severo para los individuos homocigotos 
para el alelo A (OR: 0,275; IC 95%: 0,105-0,719; p=0,008). Este grupo de pacientes 
también presentó un alto riesgo de toxicidad global severa. Por su parte, los pacientes 
portadores del genotipo CC para el polimorfismo rs1048977 en CDA presentaron una 
menor probabilidad de desarrollar hiperbilirrubinemia que los pacientes que 
presentaban los genotipos CT y TT (OR: 8,621; IC 95%: 1,058-70,247; p=0,044).  
DPYD rs12119882 fue asociado estadísticamente con hiperbilirrubinemia severa, de 
manera que los pacientes portadores del genotipo AA para dicho polimorfismo 
presentaron una menor probabilidad de desarrollar esta reacción adversa severa que 
los pacientes que presentaban los genotipos AG y GG (OR: 4,861; IC 95%: 1,160-20,382; 
p=0,031). 
SLC22A7 rs2270860 fue el único SNP asociado con toxicidad cutánea severa para los 
individuos homocigotos para el alelo T (OR: 17,085; IC 95%: 1,714-170,266; p=0,016). 
Por su parte, el alelo A en homocigosis se asoció estadísticamente al desarrollo de 
diarrea severa para el SNP rs4149178 (OR: 0,342; IC 95%: 0,127-0,920; p=0,034).  
Los pacientes portadores del genotipo CC para el polimorfismo rs2853741 en TYMS 
presentaron una menor probabilidad de desarrollar diarrea severa que los pacientes que 
presentaban los genotipos CT y TT (OR: 0,314; IC 95%: 0,133-0,740; p=0,008). 
Respecto al polimorfismo rs699517 común a TYMS y ENOSF1, los pacientes portadores 
del genotipo TT presentaron una mayor probabilidad de desarrollar náuseas /vómitos y 
pérdida de peso/anorexia inducida por capecitabina que los pacientes que presentaban 
los genotipos CT/CC (OR: 7,938; IC 95%: 1,513-41,639; p=0,014 y OR: 128,820; IC 95%: 
4,160-3988,960; p=0,006, respectivamente). Sin embargo, fue el alelo C en homocigosis 
el que se asoció a un riesgo mayor de astenia severa. 
Por último, en relación al gen UMPS, los pacientes homocigotos para el alelo T del 
polimorfismo rs2279199 también mostraron una mayor probabilidad de sufrir náuseas 
/vómitos que los pacientes homocigotos y heterocigotos para el alelo C (OR: 0,210; IC 
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95%: 0,049-0,900; p= 0,036). Por su parte, el estudio reveló que el riesgo de sufrir astenia 
severa fue menor en los individuos portadores del alelo G en homocigosis para el SNP 
rs4678145 en UMPS (OR: 4,542; IC 95%: 1,557-13,243; p= 0,006).  
El oxaliplatino como covariable resultó estadísticamente significativo en las asociaciones 
CDA rs12726436 con retraso de dosis y CDA rs2072671 con toxicidad global. Por su 
parte, bevacizumab mostró significancia estadística en la asociación CDA rs2072671 con 
toxicidad global. Por último, irinotecan resultó estadísticamente significativo en la 
asociación SLC22A7 rs4149178 con diarrea. 
 
A la vista de los resultados, la técnica de selección de tag-SNPs permitió identificar 10 
SNPs asociados estadísticamente al desarrollo de reacciones adversas severas, retraso 
de dosis y toxicidad global. 
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4.2.- Identificación de polimorfismos genéticos asociados a reacciones 
adversas severas al tratamiento con regímenes quimioterápicos basados 
en capecitabina en genes candidatos mediante secuenciación de exomas 
 
4.2.1.- Características basales de los pacientes 
4.2.1.1.- Población global 
En el presente estudio fueron incluidos 319 pacientes diagnosticados de CCR tratados 
con regímenes quimioterápicos basados en capecitabina, procedentes del Hospital 
General Universitario Gregorio Marañón, Hospital Universitario 12 de Octubre, Hospital 
Universitario La Paz y Hospital Universitario Ramón y Cajal. 
 
4.2.1.1.1.- Análisis de datos de pacientes y de tratamiento recibido 
Los datos de pacientes y de tratamiento recibido fueron, como era de esperar, muy 
similares a los comentados previamente en el análisis de la población destinada al 
estudio de tag-SNPs, puesto que esta población difiere únicamente de la previa, en que 
el número de pacientes incluidos es ligeramente superior (319 vs 301 pacientes) por 
realizarse el análisis de datos en un momento posterior (septiembre de 2016 vs abril de 
2016). Los 18 pacientes adicionales incluidos en esta población procedieron 
principalmente del Hospital Universitario 12 de Octubre y habían sido tratados en un 
porcentaje superior con regímenes adyuvantes en monoterapia con respecto a la 
población previa de 301 pacientes, de acuerdo a la práctica clínica habitual de este 
hospital. 
Los datos demográficos y de tratamiento se detallan en la Tabla 22.  
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Tabla 22. Características basales y de tratamiento de la población global. 
Parámetro N (%) 
Edad (años)   
Mediana de edad al diagnóstico 65 (30-88) 
Sexo  
Hombres 168 (52,7%) 
Mujeres  151 (47,3%) 
Tipo de cáncer  
Colon 231 (72,4%) 
Recto 88 (27,6%) 
Estadio tumoral   
I-II 66 (20,7%) 
III 127 (39,8%) 
IV 126 (39,5%) 
Hospital  
Hospital General Universitario Gregorio Marañón 123 (38,6%) 
Hospital Universitario La Paz 19 (6,0%) 
Hospital Universitario 12 de Octubre 171 (53,5%) 
Hospital Universitario Ramón y Cajal 6 (1,9%) 
Línea de tratamiento  
Adyuvante 156 (48,9%) 
Metastásico 159 (49,8%) 
Neoadyuvante 4 (1,3%) 
Tipo de régimen  
Monoterapia 71 (22,3%) 
Combinación 248 (77,7%) 
Fármacos concomitantes  
Oxaliplatino 211 (66,1%) 
Irinotecan 39 (12,2%) 
Anticuerpos monoclonales 78 (24,5%) 
Motivo de fin de tratamiento  
Petición del paciente 6 (1,9%) 
Toxicidad inaceptable 57 (17,9%) 
Progresión 79 (24,7%) 
Fin de tratamiento 146 (45,8%) 
Criterio médico 17 (5,3%) 
Exitus 6 (1,9%) 
Cirugía de rescate 8 (2,5%) 
Reducción o retraso de dosis y retirada del fármaco por toxicidad 
 tratamiento 
231 (72,4%) 
 
 
 
 
  Resultados 
85 
 
4.2.1.1.2.- Análisis de reacciones adversas severas 
Las reacciones adversas severas observadas con mayor frecuencia fueron las mismas 
que las encontradas previamente en el análisis de la población destinada al estudio de 
tag-SNPs: diarrea, toxicidad hematológica y síndrome mano-pie. Las frecuencias 
detalladas de las mismas pueden observarse en la Tabla 23. 
 
Tabla 23. Reacciones adversas severas en la población global. 
Reacciones adversas grado>2* N (%) 
Diarrea 39 (12,2%) 
Toxicidad hematológica 32 (10,0%) 
Síndrome mano-pie 24 (7,5%) 
Reacción alérgica 17 (5,3%) 
Astenia 16 (5,0%) 
Nauseas/vómitos 11 (3,4%) 
Hiperbilirrubinemia 11 (3,4%) 
Hipertransaminemia 10 (3,1%) 
Mucositis/estomatitis  5 (1,6%) 
Pérdida de peso y anorexia  5 (1,6%) 
Toxicidad cutánea 4 (1,3%) 
        *Reacciones adversas revisadas de acuerdo a la clasificación CTCAE v4.0 del NCI. 
 
La prescripción de factores estimulantes de colonias granulocíticas (GCSF) debido a 
neutropenia fue necesaria en 22 pacientes (6,9%). La toxicidad global, definida por la 
presencia de cualquier reacción adversa de grado superior a 2, se puso de manifiesto en 
135 pacientes (42,3%). 
 
4.2.1.2.- Población seleccionada para el análisis de exomas 
Se seleccionaron 8 pacientes para estudiar su exoma completo por haber 
experimentado toxicidad severa al tratamiento basado en capecitabina. 
Los pacientes cuyo exoma completo fue secuenciado presentaron una mediana de edad 
al diagnóstico de 70 años (rango, 56-80 años). La distribución por sexo fue homogénea 
(4 hombres, 4 mujeres). Todos los pacientes habían sido diagnosticados de cáncer de 
colon excepto uno que fue diagnosticado de cáncer de recto. La combinación de 
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regímenes fue más frecuente que la capecitabina en monoterapia y estuvo basada 
XELOX en todos los casos.  
En 4 pacientes el tratamiento fue metastásico. De éstos, en 3 pacientes el tratamiento 
finalizó por toxicidad inaceptable, mientras que en el cuarto finalizó por progresión de 
la enfermedad. Los otros 4 pacientes fueron tratados en adyuvancia pudiendo acabar el 
tratamiento sólo 2 de ellos.  La reducción de dosis fue necesaria en la mitad de los 
pacientes y los retrasos de sucesivos ciclos de quimioterapia se pusieron de manifiesto 
en 2 de ellos.  
Las toxicidades severas registradas fueron diarrea (presente en 6 pacientes), síndrome 
mano-pie (4 pacientes), mucositis / estomatitis (3 pacientes) y toxicidad hematológica 
(1 paciente). Las características de base de estos 8 pacientes seleccionados se muestran 
en la Tabla 24.  
Por un estudio previo realizado en el laboratorio se conocía que ninguno de los 
individuos seleccionados presentaba las variantes rs67376798, rs3918290 y rs55886062 
de DPYD asociadas con mayor riesgo de reacciones adversas severas a fluoropirimidinas. 
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4.2.2.- Parámetros de calidad de la secuenciación de exomas 
Se secuenciaron los exomas de 8 pacientes con toxicidad severa al tratamiento basado 
en capecitabina. En la secuenciación se leyó una media de 6.633.425.670 de pares de 
bases por paciente, la mayor parte de buena calidad. La media de lecturas fue de 
42.189.288 con un tamaño medio por cada lectura de 156 nucleótidos. Más de 85% de 
los pocillos del chip de secuenciación masiva contenía Ion SphereTM Particles (ISPs) de 
las cuales más del 99,8% eran válidas. Tras eliminar los fragmentos de test se obtuvo 
una media de 124.399.547 librerías para el alineamiento. La buena calidad de las 
librerías de amplicones fue reflejada con los siguientes datos: policlonalidad 25,48% 
(23,7-28,1%), lecturas de baja calidad 5,33% (2,6-7,1%), dímeros de oligonucleótidos 
0,23% (0,1-0,4%) e ISPs finales de la librería 68,9% (66,8-73,5%). Los parámetros de 
calidad se detallan en las Tablas 25 y 26 de forma global y en particular para cada ensayo, 
respectivamente, así como en la Figura 13. 
 
Tabla 25. Parámetros de calidad de la secuenciación de exomas I. 
  Media Mínimo Máximo 
Pares de bases (pb) 6.633.425.670 4.687.028.703 8.136.238.531 
>Q20 (en pb) 5.130.949.605 3.679.420.002 6.526.289.390 
Número de lecturas 42.189.288 30.673.593 47.669.882 
Longitud media de 
lectura (número de 
nucleótidos) 
156 141 170 
Nº Pocillos con ISPs (%) 126.917.750 (85,43%) 123.162.681 (82,90%) 131.145.789 (88,30%) 
Nº ISPs válidas (%) 126.706.312 (99,85%) 123.045.729 (99,80%) 130.876.750 (99,90%) 
Fragmentos test (%) 1.932.057 (1,83%) 166.537 (1,40%) 2.794.560 (2,20%) 
Librerías (%) 124.399.547 (98,18%) 121.238.289 (97,80%) 128.082.190 (98,60%) 
Policlonalidad (%) 31.740.504 (25,48%) 29.508.108 (23,70%) 35.703.469 (28,10%) 
Lecturas de baja calidad 
(%) 
6.610.457 (5,33%) 3.350.267 (2,60%) 8.667.435 (7,10%) 
Dímeros de 
oligonucleótidos (%) 
275.249 (0,23%) 157.902 (0,10%) 455.562 (0,40%) 
ISPs para alineamiento 
(%) 
85.799.470 (68,90%) 81.106.938 (66,80%) 94.184.038 (73,50%) 
>Q20, número de pares de bases con una calidad superior a 20; ISP, del inglés, Ion SphereTM Particle. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
R
es
u
lt
ad
o
s 
8
9
 
 Ta
b
la
 2
6
. P
ar
ám
et
ro
s 
d
e 
ca
lid
ad
 d
e 
la
 s
ec
u
en
ci
ac
ió
n
 d
e 
ex
o
m
as
 II
. 
 
C
ar
re
ra
 1
 
C
ar
re
ra
 2
 
C
ar
re
ra
 3
 
C
ar
re
ra
 4
 
  
A
d
ap
ta
d
o
r 
1
1
 
P
ac
ie
n
te
 2
  
A
d
ap
ta
d
o
r 
1
2
   
   
P
ac
ie
n
te
 3
 
A
d
ap
ta
d
o
r 
1
  
P
ac
ie
n
te
 1
 
A
d
ap
ta
d
o
r 
2
   
P
ac
ie
n
te
 4
 
A
d
ap
ta
d
o
r 
3
   
   
P
ac
ie
n
te
 5
 
A
d
ap
ta
d
o
r 
4
   
   
P
ac
ie
n
te
 6
 
A
d
ap
ta
d
o
r 
5
   
   
 
P
ac
ie
n
te
 7
 
A
d
ap
ta
d
o
r 
6
   
 
P
ac
ie
n
te
 8
 
P
ar
e
s 
d
e
 b
as
e
s 
(p
b
) 
6
.0
9
9
.9
3
5
.8
7
6
 
5
.2
3
1
.3
8
4
.5
4
6
 
4
.6
8
7
.0
2
8
.7
0
3
 
7
.7
3
0
.1
8
1
.8
4
9
 
6
.2
2
6
.1
6
5
.7
8
3
 
6
.1
1
2
.7
7
9
.0
1
3
 
8
.1
3
6
.2
3
8
.5
3
1
 
7
.4
4
1
.6
4
9
.9
3
7
 
>Q
2
0
 (
e
n
 p
b
) 
4
.3
5
6
.5
7
8
.7
7
1
 
3
.7
6
7
.3
0
3
.7
6
4
 
3
.6
7
9
.4
2
0
.0
0
2
 
6
.0
9
0
.8
1
4
.2
9
9
 
4
.6
7
9
.1
1
7
.5
6
7
 
4
.5
8
3
.8
4
2
.2
7
2
 
6
.5
2
6
.2
8
9
.3
9
0
 
6
.0
0
0
.5
8
4
.9
3
9
 
N
ú
m
e
ro
 d
e
 le
ct
u
ra
s 
4
3
.0
4
9
.6
0
2
 
3
6
.4
4
0
.3
0
1
 
3
0
.6
7
3
.5
9
3
 
4
7
.3
9
9
.1
2
4
 
4
1
.3
7
6
.9
4
3
 
4
1
.2
8
4
.7
8
8
 
4
7
.6
6
9
.8
8
2
 
4
3
.8
7
1
.0
9
0
 
Lo
n
gi
tu
d
 m
e
d
ia
 d
e
 le
ct
u
ra
 
(n
ú
m
e
ro
 d
e
 n
u
cl
e
ó
ti
d
o
s)
 
1
4
1
 
 
1
4
3
 
1
5
2
 
1
6
3
 
1
5
0
 
1
4
8
 
1
7
0
 
1
6
9
 
N
º 
P
o
ci
llo
s 
co
n
 IS
P
s 
(%
) 
1
2
3
.1
6
2
.6
8
1
 (
8
2
,9
0
%
) 
1
2
3
.4
9
0
.5
0
5
 (
8
3
,1
0
%
) 
1
2
9
.8
7
2
.0
2
8
 (
8
7
,4
0
%
) 
1
3
1
.1
4
5
.7
8
9
 (
8
8
,3
0
%
) 
N
º 
IS
P
s 
vá
lid
as
 (
%
) 
1
2
3
.0
4
5
.7
2
9
 (
9
9
,9
0
%
) 
1
2
3
.2
1
4
.4
3
4
 (
9
9
,8
0
%
) 
1
2
9
.6
8
8
.3
3
8
 (
9
9
,9
0
%
) 
1
3
0
.8
7
6
.7
5
0
 (
9
9
,8
0
%
) 
Fr
ag
m
e
n
to
s 
te
st
 (
%
) 
1
6
6
.5
3
7
 (
1
,4
0
%
) 
1
.9
7
6
.1
4
5
 (
1
,6
0
%
) 
2
.7
9
0
.9
8
7
 (
2
,2
0
%
) 
2
.7
9
4
.5
6
0
 (
2
,1
0
%
) 
Li
b
re
rí
as
 (
%
) 
1
2
1
.3
8
0
.3
5
9
 (
9
8
,6
0
%
) 
1
2
1
.2
3
8
.2
8
9
 (
9
8
,4
0
%
) 
1
2
6
.8
9
7
.3
5
1
 (
9
7
,8
0
%
) 
1
2
8
.0
8
2
.1
9
0
 (
9
7
,9
0
%
) 
P
o
lic
lo
n
a
lid
ad
 (
%
) 
3
1
.3
6
4
.8
8
3
 (
2
5
,8
0
%
) 
2
9
.5
0
8
.1
0
8
 (
2
4
,3
0
%
) 
3
5
.7
0
3
.4
6
9
 (
2
8
,1
0
%
) 
3
0
.3
8
5
.5
5
7
 (
2
3
,7
0
%
) 
Le
ct
u
ra
s 
d
e
 b
aj
a 
ca
lid
ad
 
(%
) 
8
.6
6
7
.4
3
5
 (
7
,1
0
%
) 
8
.1
8
1
.9
0
5
 (
6
,7
0
%
) 
6
.2
4
2
.2
2
2
 (
4
,9
0
%
) 
3
.3
5
0
.2
6
7
 (
2
,6
0
%
) 
D
ím
e
ro
s 
d
e
 
o
lig
o
n
u
cl
e
ó
ti
d
o
s 
(%
) 
2
4
2
.1
0
4
 (
0
,2
0
%
) 
4
5
5
.5
6
2
 (
0
,4
0
%
) 
1
5
7
.9
0
2
 (
0
,1
0
%
) 
2
4
5
.4
3
0
 (
0
,2
0
%
) 
IS
P
s 
p
ar
a 
al
in
e
am
ie
n
to
 
(%
) 
8
1
.1
0
6
.9
3
8
 (
6
6
,8
0
%
) 
8
3
.1
0
2
.6
8
5
 (
6
8
,5
0
%
) 
8
4
.8
0
4
.2
2
1
 (
6
6
,8
0
%
) 
9
4
.1
8
4
.0
3
8
 (
7
3
,5
0
%
) 
   
 >
Q
2
0
, n
ú
m
er
o
 d
e 
p
ar
e
s 
d
e 
b
as
es
 c
o
n
 u
n
a 
ca
lid
ad
 s
u
p
er
io
r 
a 
2
0
; I
SP
, 
d
el
 in
gl
é
s,
 Io
n
 S
p
h
er
eT
M
 P
a
rt
ic
le
. 
  
Resultados 
90 
 
Figura 13.- Control de calidad de la secuenciación masiva. Datos relativos a la densidad de Ion SphereTM 
Particles (ISPs), lecturas útiles para el alineamiento y tamaño medio de lectura ofrecidos por el software 
Torrent Suite 4.2.1 (Life Technologies). 
 
Las 8 muestras se secuenciaron por pares: A) muestras de individuos 2 y 3, B) muestras 
de individuos 1 y 4 , C) muestras de individuos 5 y 6, y D) muestras de individuos 7 y 8. 
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4.2.3.- Variantes genéticas identificadas en la ruta de fluoropirimidinas 
mediante secuenciación de exomas 
Un total de 158 SNPs e inserciones o deleciones localizados en genes pertenecientes a 
la ruta de las fluoropirimidinas fueron identificados en los 8 pacientes cuyo exoma fue 
secuenciado.  
El 52% de las variantes identificadas se localizó en los genes ABCC4 (13%), DPYD (10%),  
DHFR (8%), MTHFR (8%), ABCG2 (7%) y ABCC5 (6%). El resto de variaciones identificadas, 
con frecuencia inferior a 6%, estuvo localizado en los genes CDA, DPYS, FPGS, GGH, 
PPAT, RRM1, RRM2, SLC22A7, SLC29A1, SMUG1, TDG, UCK1, UCK2, UMPS, UPP2 y 
XRCC3. Ninguna variación fue identificada en los siguientes genes pertenecientes a la 
ruta de las fluoropirimidinas: ABCC3, CES1, CES2, CYP2A6, ERCC2, TK1, TP53, TYMP, 
TYMS, UPB1 y UPP1. Estas 158 variantes fueron un 91% SNPs. La distribución del número 
y frecuencia de variaciones por gen y del tipo de variación se muestra en las Figuras 14 
y 15, respectivamente. 
 
Figura 14. Número y porcentaje de variaciones encontradas por gen de la ruta de las fluoropirimidinas 
mediante secuenciación de exomas. 
 
                   
 
 
 
 
 
 
 
Número de variaciones; porcentaje de variaciones; Resto, DPYS, FPGS, GGH, PPAT, RRM1, 
RRM2, SLC22A7, SLC29A1, SMUG1, TDG, UCK2, UPP2 y XRCC3. 
 
21; 13%
10; 6%
11; 7%
8; 5%
13; 8%
16; 10%
12; 8%
7; 5%
7; 4%
53; 34%
ABCC4 ABCC5 ABCG2 CDA DHFR DPYD MTHFR UCK1 UMPS Resto
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Figura 15. Número y porcentaje de variaciones encontradas por tipo de variación mediante 
secuenciación de exomas. 
 
 
 
 
 
 
     
           Número de variaciones; porcentaje de variaciones. 
 
Del total de las 158 variaciones genéticas identificadas, se descartaron aquellas 
localizadas en regiones intrónicas y los exones que no contaban con suficiente 
cobertura, encontrándose finalmente 70 variaciones localizadas en regiones exónicas 
codificantes, 5’UTR, 3’UTR, sitios de splicing y regiones upstream/downstream (Tabla 
27).  
El número de variantes por paciente en estas regiones estuvo comprendido entre 13 y 
40 tomando como comparador la secuencia de referencia genómica humana hg19. 
144; 91%
14; 9%
SNP INDEL
 
 
 
 
 
 
 
 
R
es
u
lt
ad
o
s 
9
3
 
 Ta
b
la
 2
7
. V
ar
ia
n
te
s 
ge
n
ét
ic
as
 id
en
ti
fi
ca
d
as
 p
er
te
n
ec
ie
n
te
s 
a 
la
 r
u
ta
 d
e 
fl
u
o
ro
p
ir
im
id
in
as
 m
ed
ia
n
te
 s
ec
u
en
ci
ac
ió
n
 d
e 
ex
o
m
as
. 
 
G
e
n
 
Ti
p
o
 
P
o
si
ci
ó
n
 
d
b
sn
p
 ID
 
Su
st
it
u
ci
ó
n
 
am
in
o
ac
íd
ic
a
 
Su
st
it
u
ci
ó
n
 
n
u
cl
e
o
tí
d
ic
a
 
Lo
ca
liz
ac
ió
n
 
Fu
n
ci
ó
n
 
1
 
2
 
3
 
4
 
5
 
6
 
7
 
8
 
A
B
C
C
4
 
SN
P
 
9
5
6
7
3
7
9
1
 
rs
3
7
4
2
1
0
6
 
  
  
3
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
4
 
SN
P
 
9
5
7
1
4
9
7
6
 
rs
1
7
5
1
0
3
4
 
W
T 
c.
3
3
4
8
G
>
A
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
4
 
SN
P
 
9
5
7
2
6
5
4
1
 
rs
1
1
8
9
4
6
6
 
W
T 
c.
2
8
4
4
T>
C
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
4
 
SN
P
 
9
5
7
2
7
7
8
0
 
rs
1
6
7
8
3
3
9
 
W
T 
c.
2
7
1
2
A
>
G
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
4
 
SN
P
 
9
5
8
5
8
9
7
8
 
rs
2
2
7
4
4
0
5
 
W
T 
c.
9
6
9
A
>G
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
4
 
SN
P
 
9
5
8
5
8
9
9
6
 
rs
2
2
7
4
4
0
6
 
W
T 
c.
9
5
1
A
>G
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
4
 
SN
P
 
9
5
8
6
1
8
0
4
 
rs
8
9
9
4
9
4
 
W
T 
c.
6
6
9
T>
C
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
4
 
SN
P
 
9
5
8
6
3
0
0
8
 
rs
1
1
5
6
8
6
5
8
 
p
.G
ly
1
8
7
Tr
p
 
c.
5
5
9
G
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
4
 
SN
P
 
9
5
6
7
3
9
3
8
 
rs
9
5
2
4
7
6
5
 
  
  
si
ti
o
 d
e 
sp
lic
in
g
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
5
 
SN
P
 
1
8
3
6
6
0
5
8
5
 
rs
3
7
4
9
4
4
2
 
W
T 
c.
3
6
2
4
C
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
5
 
SN
P
 
1
8
3
6
8
5
5
3
4
 
rs
9
3
9
3
3
6
 
W
T 
c.
1
7
8
2
T>
C
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
5
 
SN
P
 
1
8
3
6
9
6
4
0
2
 
rs
1
1
3
2
7
7
6
 
W
T 
c.
1
1
8
5
T>
C
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
C
5
 
SN
P
 
1
8
3
6
9
9
5
1
6
 
rs
7
6
3
6
9
1
0
 
W
T 
c.
1
1
4
6
A
>
G
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
G
2
 
SN
P
 
8
9
0
5
2
3
2
3
 
rs
2
2
3
1
1
4
2
 
p
.G
ln
1
4
1
Ly
s 
c.
4
2
1
C
>A
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
A
B
C
G
2
 
SN
P
 
8
9
0
6
1
1
1
4
 
rs
2
2
3
1
1
3
7
 
p
.V
al
1
2
M
et
 
c.
3
4
G
>A
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
C
D
A
 
IN
D
EL
 
2
0
9
1
5
5
8
9
 
rs
3
2
1
5
4
0
0
 
  
  
5
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
C
D
A
 
SN
P
 
2
0
9
1
5
7
0
1
 
rs
2
0
7
2
6
7
1
 
p
.L
ys
2
7
G
ln
 
c.
7
9
A
>
C
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
C
D
A
 
SN
P
 
2
0
9
4
5
0
5
5
 
rs
1
0
4
8
9
7
7
 
W
T 
c.
4
3
5
C
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
C
D
A
 
SN
P
 
2
0
9
4
5
0
6
4
 
rs
7
2
6
5
0
8
2
3
 
  
  
3
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
D
H
FR
 
IN
D
EL
 
7
9
9
5
0
6
9
9
 
rs
2
0
1
8
7
4
7
6
2
 
 
 
5
´U
TR
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
H
FR
 
SN
P
 
7
9
9
5
0
6
5
7
 
rs
1
4
6
5
2
3
8
9
6
 
 
 
5
´U
TR
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
H
FR
 
SN
P
 
7
9
9
5
0
7
2
4
 
rs
2
0
0
1
6
7
5
 
 
 
5
´U
TR
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
H
FR
 
SN
P
 
7
9
9
5
0
7
3
3
 
rs
2
4
0
5
8
7
6
 
 
 
5
´U
TR
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
H
FR
 
SN
P
 
7
9
9
5
0
7
3
6
 
rs
2
4
0
5
8
7
7
 
 
 
5
´U
TR
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
H
FR
 
SN
P
 
7
9
9
5
0
7
8
1
 
rs
1
6
5
0
6
9
7
 
 
 
5
´U
TR
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
H
FR
 
SN
P
 
7
9
9
5
0
7
4
1
 
rs
1
4
4
6
2
9
9
8
1
 
 
 
5
´U
TR
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
P
Y
D
 
IN
D
EL
 
9
7
7
7
0
8
4
8
 
N
u
ev
o
 
p
.I
le
7
5
6
A
sp
 
c.
2
2
6
4
_2
2
6
5
in
sG
 
ex
ó
n
ic
a 
fr
a
m
es
h
if
t 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
R
es
u
lt
ad
o
s 
9
4
 
 
G
e
n
 
Ti
p
o
 
P
o
si
ci
ó
n
 
d
b
sn
p
 ID
 
Su
st
it
u
ci
ó
n
 
am
in
o
ac
íd
ic
a
 
Su
st
it
u
ci
ó
n
 
n
u
cl
e
o
tí
d
ic
a
 
Lo
ca
liz
ac
ió
n
 
Fu
n
ci
ó
n
 
1
 
2
 
3
 
4
 
5
 
6
 
7
 
8
 
D
P
Y
D
 
SN
P
 
9
7
7
7
0
9
2
0
 
rs
1
8
0
1
1
6
0
 
p
.V
al
7
3
2
Ile
 
c.
2
1
9
4
G
>
A
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
P
Y
D
 
SN
P
 
9
7
9
8
1
3
9
5
 
rs
1
8
0
1
1
5
9
 
p
.I
le
5
4
3
V
al
 
c.
1
6
2
7
A
>
G
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
P
Y
D
 
SN
P
 
9
7
9
8
1
4
2
1
 
rs
1
8
0
1
1
5
8
 
p
.S
er
5
3
4
A
sn
 
c.
1
6
0
1
G
>
A
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
P
Y
D
 
SN
P
 
9
8
1
6
5
0
9
1
 
rs
2
2
9
7
5
9
5
 
p
.M
et
1
6
6
V
al
 
c.
4
9
6
A
>G
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
P
Y
D
 
SN
P
 
9
8
3
4
8
8
8
5
 
rs
1
8
0
1
2
6
5
 
p
.A
rg
2
9
C
ys
 
c.
8
5
C
>T
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
D
P
Y
S 
SN
P
 
1
0
5
4
7
9
1
4
9
 
rs
2
9
5
9
0
2
3
 
  
  
5
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
FP
G
S 
SN
P
 
1
3
0
5
6
5
2
6
7
 
rs
1
0
7
6
0
5
0
2
 
p
.I
le
2
2
V
al
 
c.
6
4
A
>
G
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
FP
G
S 
SN
P
 
1
3
0
5
6
6
6
6
8
 
rs
3
4
3
3
0
9
2
3
 
W
T 
c.
2
4
3
G
>A
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
G
G
H
 
IN
D
EL
 
6
3
9
5
1
2
8
8
 
N
u
ev
o
 
p
.L
eu
1
4
A
la
 
c.
3
8
_
3
9
in
sG
 
ex
ó
n
ic
a 
fr
a
m
es
h
if
t 
  
  
  
  
  
  
  
  
G
G
H
 
SN
P
 
6
3
9
5
1
2
3
7
 
rs
1
1
5
4
5
0
7
7
 
p
.A
la
3
1
Th
r 
c.
9
1
G
>A
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
M
TH
FR
 
SN
P
 
1
1
8
5
0
7
5
0
 
rs
3
5
7
3
7
2
1
9
 
p
.T
h
r6
5
3
M
et
 
c.
1
9
5
8
C
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
M
TH
FR
 
SN
P
 
1
1
8
5
0
9
2
7
 
rs
2
2
7
4
9
7
6
 
p
.A
rg
5
9
4
G
ln
 
c.
1
7
8
1
G
>
A
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
M
TH
FR
 
SN
P
 
1
1
8
5
4
4
5
7
 
rs
4
8
4
6
0
5
1
 
W
T 
c.
1
3
0
5
C
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
M
TH
FR
 
SN
P
 
1
1
8
5
4
8
9
6
 
rs
2
0
6
6
4
6
2
 
W
T 
c.
1
0
5
6
C
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
M
TH
FR
 
SN
P
 
1
1
8
5
6
3
7
8
 
rs
1
8
0
1
1
3
3
 
p
.A
la
2
2
2
V
al
 
c.
6
6
5
C
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
M
TH
FR
 
SN
P
 
1
1
8
6
3
0
5
7
 
rs
2
0
6
6
4
7
0
 
W
T 
c.
1
1
7
C
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
M
TH
FR
 
SN
P
 
1
1
8
6
6
4
4
2
 
rs
1
1
1
3
3
4
3
4
5
 
 
 
u
p
st
re
a
m
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
P
P
A
T
 
SN
P
 
5
7
2
6
8
3
2
8
 
rs
2
2
7
1
9
2
4
 
W
T 
c.
6
8
1
A
>G
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
P
P
A
T
 
SN
P
 
5
7
2
7
3
8
4
0
 
rs
1
1
5
3
8
0
9
8
 
W
T 
c.
1
7
1
G
>
C
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
R
R
M
1
 
SN
P
 
4
1
4
1
1
3
2
 
rs
1
8
3
4
8
4
 
W
T 
c.
8
5
0
C
>A
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
R
R
M
1
 
SN
P
 
4
1
5
9
4
5
7
 
rs
9
9
3
7
 
W
T 
c.
2
2
2
3
A
>
G
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
R
R
M
1
 
SN
P
 
4
1
5
9
4
6
6
 
rs
1
0
4
2
8
5
8
 
W
T 
c.
2
2
3
2
G
>
A
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
R
R
M
2
 
SN
P
 
1
0
2
6
2
8
5
9
 
rs
7
2
5
4
2
7
8
7
 
  
  
u
p
st
re
a
m
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
R
R
M
2
 
SN
P
 
1
0
2
6
2
9
2
0
 
rs
1
1
3
0
6
0
9
 
  
  
5
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
R
R
M
2
 
SN
P
 
1
0
2
6
8
9
9
9
 
rs
6
1
7
5
4
4
7
5
 
W
T 
c.
8
2
3
C
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
SL
C
2
2
A
7
 
SN
P
 
4
3
2
7
0
0
9
7
 
rs
2
6
5
1
1
8
4
 
W
T 
c.
1
2
1
5
T>
C
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
SL
C
2
2
A
7
 
SN
P
 
4
3
2
7
0
1
5
1
 
rs
2
2
7
0
8
6
0
 
W
T 
c.
1
2
6
9
C
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
SL
C
2
2
A
7
 
SN
P
 
4
3
2
7
3
6
0
4
 
rs
2
2
4
2
4
1
6
 
 
 
d
o
w
n
st
re
a
m
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
SM
U
G
1
 
SN
P
 
5
4
5
7
5
4
5
8
 
rs
9
7
1
 
  
  
3
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
SM
U
G
1
 
SN
P
 
5
4
5
7
5
8
0
0
 
rs
2
2
3
3
9
2
1
 
  
  
3
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
R
es
u
lt
ad
o
s 
9
5
 
 
G
e
n
 
Ti
p
o
 
P
o
si
ci
ó
n
 
d
b
sn
p
 ID
 
Su
st
it
u
ci
ó
n
 
am
in
o
ac
íd
ic
a
 
Su
st
it
u
ci
ó
n
 
n
u
cl
e
o
tí
d
ic
a
 
Lo
ca
liz
ac
ió
n
 
Fu
n
ci
ó
n
 
1
 
2
 
3
 
4
 
5
 
6
 
7
 
8
 
TD
G
 
SN
P
 
1
0
4
3
7
6
6
9
3
 
rs
4
1
3
5
1
1
3
 
p
.G
ly
1
9
9
Se
r 
c.
5
9
5
G
>A
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
U
C
K
1
 
SN
P
 
1
3
4
3
9
8
2
4
9
 
rs
1
0
1
2
2
0
6
8
 
 
 
d
o
w
n
st
re
a
m
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
U
C
K
1
 
SN
P
 
1
3
4
3
9
8
5
3
4
 
rs
3
7
3
9
4
9
5
 
 
 
d
o
w
n
st
re
a
m
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
U
C
K
1
 
SN
P
 
1
3
4
4
0
1
3
3
5
 
rs
2
2
9
6
9
5
7
 
W
T 
c.
6
3
3
G
>A
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
U
C
K
1
 
SN
P
 
1
3
4
4
0
6
5
0
2
 
N
u
ev
o
 
p
.H
is
2
0
G
ln
 
c.
6
0
C
>G
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
U
C
K
2
 
SN
P
 
1
6
5
8
6
5
4
7
8
 
rs
1
1
5
5
3
3
0
1
 
W
T 
c.
4
0
8
G
>A
 
ex
ó
n
ic
a 
si
n
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
U
M
P
S 
IN
D
EL
 
1
2
4
4
6
2
9
8
6
 
rs
3
8
3
6
3
0
5
 
  
  
3
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
U
M
P
S 
SN
P
 
1
2
4
4
4
9
2
0
9
 
rs
2
2
7
9
1
9
8
 
  
  
u
p
st
re
a
m
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
U
M
P
S 
SN
P
 
1
2
4
4
4
9
2
5
2
 
rs
2
2
7
9
1
9
9
 
  
  
5
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
U
M
P
S 
SN
P
 
1
2
4
4
4
9
2
9
1
 
rs
1
1
3
9
5
3
8
 
  
  
5
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
U
P
P
2
 
IN
D
EL
 
1
5
8
9
5
8
5
5
1
 
rs
7
4
9
2
4
6
7
5
 
  
  
5
´U
TR
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
U
P
P
2
 
SN
P
 
1
5
8
9
5
8
6
0
5
 
rs
6
7
1
0
4
8
0
 
p
.A
rg
1
0
Se
r 
c.
3
0
G
>T
 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
X
R
C
C
3
 
SN
P
 
1
0
4
1
6
5
7
5
3
 
rs
8
6
1
5
3
9
 
p
.T
h
r2
4
1
M
et
 
c.
7
2
2
C
>
T 
ex
ó
n
ic
a 
n
o
 s
in
ó
n
im
a 
  
  
  
  
  
  
  
  
TO
TA
L 
D
E 
V
A
R
IA
N
T
ES
 P
O
R
 P
A
C
IE
N
TE
 
1
3
 
3
3
 
3
1
 
2
8
 
2
8
 
2
5
 
4
0
 
3
2
 
d
b
SN
P
 ID
, N
ú
m
er
o
 d
e 
id
en
ti
fi
ca
ci
ó
n
 d
e 
ac
u
er
d
o
 a
l 
N
a
ti
o
n
a
l C
en
te
r 
fo
r 
B
io
te
ch
n
o
lo
g
y 
In
fo
rm
a
ti
o
n
 S
N
P
 d
a
ta
b
a
se
; 
SN
P
, d
el
 in
gl
é
s,
 s
in
g
le
 n
u
cl
eo
ti
d
e 
p
o
ly
m
o
rp
h
is
m
; 
IN
D
EL
, 
in
se
rc
ió
n
/d
el
ec
ió
n
; 
U
TR
, d
el
 in
gl
és
, U
n
tr
a
n
sl
a
te
d
 R
eg
io
n
; 1
-8
, p
ac
ie
n
te
s;
 c
as
ill
a 
b
la
n
ca
, g
e
n
o
ti
p
o
 W
T;
 c
as
ill
a 
so
m
b
re
ad
a,
 p
re
se
n
ci
a 
d
e 
la
 v
ar
ia
ci
ó
n
. 
   
Resultados 
96 
 
4.2.3.1.- Análisis individualizado de las variantes identificadas por paciente 
A continuación se detalla el análisis de las variaciones por paciente a partir de aquéllas 
70 variaciones totales localizadas en regiones exónicas codificantes, 5’UTR, 3’UTR, sitios 
de splicing y regiones upstream/downstream: 
 
 Paciente 1: se identificaron 13 variaciones en la ruta de las fluoropirimidinas de las 
cuales 5 se encontraban en regiones 3’UTR o 5’UTR, 2 en regiones 
upstream/downstream y 6 en regiones exónicas codificantes. De las variaciones 
presentes en regiones codificantes, 2 eran no sinónimas (CDA p.Lys27Gln y MTHFR 
p.Ala222Val) y 4 sinónimas.  
 
 Paciente 2: se identificaron 33 variaciones en la ruta de las fluoropirimidinas de las 
cuales 12 se encontraban en regiones 3’UTR o 5’UTR, 3 en regiones downstream, 1 
en sitio de splicing y 17 en regiones exónicas codificantes. De las variaciones 
presentes en regiones codificantes, 4 eran no sinónimas (CDA p.Lys27Gln, DPYD 
p.Ile543Val, DPYD p.Cys29Arg y UPP2 p.Arg10Ser) y 13 sinónimas.  
 
 Paciente 3: se identificaron 31 variaciones en la ruta de las fluoropirimidinas de las 
cuales 6 se encontraban en regiones 3’UTR o 5’UTR, 2 en regiones downstream, 1 en 
sitio de splicing y 22 en regiones exónicas codificantes. De las variaciones presentes 
en regiones codificantes, 6 eran no sinónimas (DPYD p.Val732Ile, DPYD p.Ile543Val, 
GGH p.Ala31Thr, MTHFR p.Ala222Val, TDG p.Gly199Ser y XRCC3 p.Thr241Met) y 16 
sinónimas. 
 
 Paciente 4: se identificaron 28 variaciones en la ruta de las fluoropirimidinas de las 
cuales 6 se encontraban en regiones 3’UTR o 5’UTR, 4 en regiones 
upstream/downstream y 18 en regiones exónicas codificantes. De las variaciones 
presentes en regiones codificantes, 4 eran no sinónimas (ABCG2 p.Gln141Lys, DPYD 
p.Ile543Val, MTHFR p.Arg594Gln y MTHFR p.Ala222Val) y 14 sinónimas.  
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 Paciente 5: se identificaron 28 variaciones en la ruta de las fluoropirimidinas de las 
cuales 7 se encontraban en regiones 3’UTR o 5’UTR, 4 en regiones 
upstream/downstream, 1 en sitio de splicing y 16 en regiones exónicas codificantes. 
De las variaciones presentes en regiones codificantes, 1 era no sinónima (ABCG2 
p.Gln141Lys) y 15 sinónimas. 
 
 Paciente 6: se identificaron 25 variaciones en la ruta de las fluoropirimidinas de las 
cuales 7 se encontraban en regiones 3’UTR o 5’UTR, 4 en regiones 
upstream/downstream y 14 en regiones exónicas codificantes. De las variaciones 
presentes en regiones codificantes, 5 eran no sinónimas (ABCG2 p.Val12Met, CDA 
p.Lys27Gln, DPYD p.Ser534Asn, MTHFR p.Ala222Val y UCK1 p.His20Gln) y 9 
sinónimas.  
 
 Paciente 7: se identificaron 40 variaciones en la ruta de las fluoropirimidinas de las 
cuales 7 se encontraban en regiones 3’UTR o 5’UTR, 6 en regiones 
upstream/downstream, 1 en sitio de splicing y 26 en regiones exónicas codificantes. 
De las variaciones presentes en regiones codificantes, 7 eran no sinónimas (ABCC4 
p.Gly187Trp, DPYD p.Val732Ile, DPYD p.Met166Val, FPGS p.Ile22Val, GGH 
p.Ala31Thr, MTHFR p.Thr653Met y MTHFR p.Ala222Val), 2 frameshift (DPYD 
p.Ile756Asp y GGH p.Leu14Ala) y 17 sinónimas. 
 
 Paciente 8: se identificaron 32 variaciones en la ruta de las fluoropirimidinas de las 
cuales 9 se encontraban en regiones 3’UTR o 5’UTR, 4 en regiones downstream, 1 en 
sitio de splicing y 18 en regiones exónicas codificantes. De las variaciones presentes 
en regiones codificantes, 2 eran no sinónimas (MTHFR p.Ala222Val y UPP2 
p.Arg10Ser) y 16 sinónimas. 
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4.2.3.2.- Análisis de las variantes genéticas no sinónimas y frameshift en regiones 
codificantes 
Tras la identificación de las 70 variantes en los 33 genes de la ruta de las 
fluoropirimidinas localizadas en regiones exónicas codificantes, 5’UTR, 3’UTR, sitios de 
splicing y regiones upstream/downstream, y dado que la secuenciación realizada está 
optimizada para exones, se seleccionaron las variantes no sinónimas y frameshift, 
presentes siempre en regiones codificantes, para un análisis más exhaustivo.  
Se obtuvieron 45 variantes genéticas en regiones exónicas codificantes, de las cuales 20 
eran no sinónimas o frameshift localizadas en 11 genes de la ruta de fluoropirimidinas: 
ABCC4, ABCG2, CDA, DPYD, FPGS, GGH, MTHFR, TDG, UCK1, UPP2 y XRCC3. Los genes 
con mayor número de variantes implicadas fueron DPYD (n=6) y MTHFR (n=3). Las 
variantes genéticas presentadas con mayor frecuencia por los pacientes fueron MTHFR 
rs1801133 (6 de 8 pacientes) y CDA rs2072671 y DPYD rs1801159 (ambas en 3 de 8 
pacientes) (Tabla 28). 
Estas 20 variantes genéticas no sinónimas o frameshift localizadas en regiones exónicas 
codificantes fueron genotipadas por métodos diferentes (secuenciación de Sanger, 
SNaPshot, LightSNiPs o genotipado mediante PCR a tiempo real con sondas TaqManTM) 
siendo confirmadas 17 de ellas. Las restantes 3 variantes localizadas en los genes DPYD, 
GGH y UCK1, no descritas en la literatura, resultaron ser artefactos de la secuenciación 
masiva tras la comprobación por secuenciación de Sanger (genotipo marcado como X 
en la Tabla 28). 
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4.2.3.3.- Análisis de la predicción del efecto de las variantes in silico 
El estudio in silico de la predicción del efecto de las variantes genéticas sobre la 
funcionalidad de las proteínas se realizó sobre las 17 variantes genéticas no sinónimas 
identificadas y verificadas, pertenecientes a regiones exónicas codificantes, localizadas 
en los siguientes genes de la ruta de las fluoropirimidinas ABCC4, ABCG2, CDA, DPYD, 
FPGS, GGH, MTHFR, TDG, UPP2 y XRCC3 (Tabla 29). 
Dicho análisis reveló que 5 de estas variaciones, rs11568658 en ABCC4, rs1801158, 
rs1801160 y rs2297595 en DPYD y rs1801133 en MTHFR, estaban clasificadas como 
dañinas por SIFT y probablemente dañinas por PolyPhen-2. Por su parte, el SNP 
rs4135113 en TDG fue clasificado como dañino por SIFT mientras que el SNP rs861539 
en XRCC3 fue clasificado como posiblemente dañino por PolyPhen-2. Los restantes 10 
polimorfismos fueron clasificados como tolerados por SIFT y benignos por PolyPhen-2.  
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4.2.4.- Validación de la asociación de polimorfismos genéticos a reacciones 
adversas severas al tratamiento con regímenes quimioterápicos basados en 
capecitabina en la población global 
Los SNPs rs11568658 (ABCC4), rs1801158, rs1801160 y rs2297595 (DPYD) y rs1801133 
(MTHFR), cuyo impacto en la estructura y función de las proteínas humanas fue 
considerado como dañino y probablemente dañino por las puntuaciones SIFT y 
PolyPhen-2 respectivamente (Tabla 29), fueron genotipados en la población global de 
319 pacientes con el fin de analizar sus asociaciones con reacciones adversas severas, 
toxicidad global, reducción o retraso de dosis y retirada de capecitabina por toxicidad. 
En la Tabla 30 se muestran los valores de p obtenidos en el análisis univariante mediante 
el test χ2 de Pearson de asociación lineal por lineal bajo un modelo codominante. Se 
obtuvieron 3 asociaciones estadísticamente significativas: DPYD rs1801160 con 
síndrome mano-pie (p=0,037) y toxicidad global (p=0,010) y MTHFR rs1801133 con 
retraso de dosis (p=0,033). 
En las tablas de contingencia con estas asociaciones estadísticamente significativas se 
pueden observar los porcentajes de pacientes para cada genotipo que presentaron 
toxicidad severa (Tabla 31).  
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Tabla 31. Tablas de contingencia con las asociaciones estadísticamente significativas (p<0,05) entre 
polimorfismos y reacciones adversas severas en la población global. Análisis univariante según modelo 
codominante. 
Gen Genotipo n % Reacción adversa p Reacción adversa 
DPYD rs1801160 
GG 275 6,5 
0,037 Síndrome mano-pie GA 42 11,9 
AA 1 100 
GG 275 39,5 
0,010 Toxicidad global GA 42 59,5 
AA 1 100 
MTHFR rs1801133 
CC 128 44,5 
0,033 Retraso de dosis CT 148 32,4 
TT 43 32,6 
        n, número de pacientes; p, valor de p. 
 
El polimorfismo DPYD rs1801160 se asoció significativamente con síndrome mano-pie y 
toxicidad global. En ambos casos, el alelo A resultó estar relacionado con un mayor 
riesgo de desarrollar el efecto adverso severo. 
El polimorfismo MTHFR rs1801133 se asoció significativamente con retraso de dosis, de 
tal manera que los pacientes portadores en homocigosis del alelo C tenían retraso de 
dosis más frecuentemente (44,5%) que los portadores de la variante T tanto en 
heterocigosis como en homocigosis. 
Tras el análisis univariante, para verificar que las asociaciones obtenidas entre dichos 
polimorfismos y reacciones adversas severas no estaban siendo distorsionadas por otros 
factores, las 3 asociaciones estadísticamente significativas entre polimorfismos y efectos 
adversos severos al tratamiento con capecitabina se sometieron a una regresión 
logística multivariante según modelos dominante y recesivo. Las variables de confusión 
analizadas fueron sexo, tipo de cáncer, hospital de procedencia y fármacos 
concomitantes (oxaliplatino e irinotecan).  
Dos de las tres asociaciones se mantuvieron estadísticamente significativas al tener en 
cuenta estas variables de confusión: DPYD rs1801160 con toxicidad global (p=0,029) y 
MTHFR rs1801133 con retraso de dosis (p=0,047) (Tabla 32). 
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Tabla 32. Regresión logística multivariante según modelos dominante y recesivo de las asociaciones 
estadísticamente significativas (p<0,05) entre polimorfismos y reacciones adversas severas en pacientes 
tratados con regímenes quimioterápicos basados en capecitabina en la población global. 
Gen Reacción adversa Comparación 
% Reacción 
adversa 
p OR 95% CI 
DPYD 
rs1801160 
Toxicidad global GG* vs GA/AA 39,6 / 58,1 0,029 2,113 1,080-4,135 
MTHFR 
rs1801133 
Retraso de dosis CC* vs CT/TT 44,5 / 32,3 0,047 0,615 0,381-0,993 
p, valor de p; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza; variables de confusión analizadas, sexo, tipo de 
cáncer, hospital de procedencia, oxaliplatino e irinotecan; *, genotipo de referencia en la comparación. 
 
Los pacientes portadores del alelo A tanto en homocigosis como en heterocigosis para 
el polimorfismo rs1801160 en DPYD presentaron una mayor probabilidad de desarrollar 
toxicidad global que los pacientes que presentaban el genotipo GG (OR: 2,113; IC 95%: 
1,080-4,135; p=0,029). A su vez los pacientes homocigotos para el alelo C del 
polimorfismo rs1801133 en MTHFR también mostraron una mayor probabilidad de 
sufrir retrasos de dosis que los pacientes homocigotos y heterocigotos para el alelo T 
(OR: 0,615; IC 95%: 0,381-0,993; p= 0,047). 
El oxaliplatino como covariable resultó de forma independiente estadísticamente 
significativo en ambas asociaciones. 
 
A la vista de los resultados, la técnica de secuenciación masiva de exomas permitió  
identificar 2 SNPs en los genes DPYD y MTHFR asociados estadísticamente al desarrollo 
de toxicidad severa. 
 
4.2.4.1.- Análisis del efecto acumulativo de las variantes en DPYD sobre las reacciones 
adversas severas 
Debido a la relevancia de DPYD en el metabolismo de fluoropirimidinas, y a que las 
variantes identificadas en los pacientes por secuenciación de exomas son relativamente 
frecuentes y se ha documentado un efecto pequeño sobre la funcionalidad de la 
proteína,  se llevó a cabo el estudio en la población global para evaluar el posible efecto 
acumulativo de las mismas. Las variantes analizadas fueron rs1801158, rs1801159, 
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rs1801160, rs1801265 y rs2297595, descritas previamente como variantes genéticas no 
sinónimas. Para ello, se elaboró una puntuación basada en el número de estas variantes 
presentes en cada individuo. En todos los pacientes, el genotipo salvaje homocigoto 
puntuó 0, el heterocigoto 1 y el homocigoto mutante 2, tal y como se describe en 
material y métodos. 
A pesar de que no se observó ninguna asociación estadísticamente significativa entre 
esta puntuación y las reacciones adversas severas, el grupo de pacientes con más de 3 
puntos mostró mayor porcentaje de hiperbilirrubinemia (10,0 vs 3,2%), síndrome mano-
pie (10,0% vs 7,4%) y astenia (10,0% vs 4,9%). Además estos pacientes mostraron un 
mayor porcentaje de prescripción de factores estimulantes de colonias debido a 
neutropenia (20,0% vs 6,5%), retraso en el tratamiento, reducción de dosis o retirada de 
capecitabina por toxicidad (90,0% vs 71,8%) y toxicidad global (60,0% vs 41,7%) (Tabla 
33). 
 
Tabla 33. Frecuencias de reacciones adversas en pacientes tratados con capecitabina en función de la 
puntuación obtenida en base a la presencia de variantes de riesgo en DPYD (rs1801158, rs1801159, 
rs1801160, rs1801265 y rs2297595). 
Reacción adversa 
% de reacción adversa por grupo: 
0-3 vs 4-10 (n= 309 vs 10) 
p 
Prescripción de GCSF  6,5% vs 20,0% 0,146 
Reducción o retraso de dosis y 
retirada de fármaco por toxicidad 
71,8% vs 90,0% 0,295 
Hiperbilirrubinemia 3,2% vs 10,0% 0,300 
Toxicidad global 41,7% vs 60,0% 0,333 
Síndrome mano-pie 7,4% vs 10,0% 1,000 
Nauseas/vómitos 3,6% vs 0% 1,000 
Diarrea 12,3 vs 10,0% 1,000 
Mucositis/estomatitis 1,6% vs 0% 1,000 
Hipertransaminemia 3,2% vs 0% 1,000 
Pérdida de peso y anorexia 1,6% vs 0% 1,000 
Toxicidad cutánea 1,3% vs 0% 1,000 
Toxicidad hematológica 10,0% vs 10,0% 1,000 
Astenia 4,9% vs 10,0% 1,000 
        p, valor de p; GCSF: factores estimulantes de colonias granulocíticas. 
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5.- DISCUSIÓN 
El presente estudio ha tenido como finalidad la identificación de asociaciones entre 
polimorfismos genéticos y reacciones adversas severas al tratamiento quimioterápico 
basado en capecitabina en pacientes con CCR en cualquier estadio de la enfermedad. 
Para ello se ha recurrido a 2 aproximaciones experimentales, como son la selección de 
tag-SNPs en genes seleccionados y la secuenciación masiva de exomas y posterior 
análisis de todos los genes conocidos por participar en la farmacocinética y 
farmacodinamia de las fluoropirimidinas. De esta manera, se han identificado 12 
variantes genéticas, la mayoría sin una asociación descrita con toxicidad a capecitabina 
ni a 5-FU previa, que podrían contribuir a ampliar el conocimiento existente en la 
prevención de reacciones adversas graves a estos tratamientos quimioterápicos. Estos 
resultados, que son preliminares y deben ser validados en una población mayor de 
pacientes,  podrían ser de gran utilidad en el tratamiento del CCR, ayudando a 
seleccionar tratamientos con menor probabilidad de desencadenar reacciones adversas 
severas y contribuyendo a la mejora asistencial y a la calidad de vida de los pacientes. 
Las fluoropirimidinas, empleadas en el tratamiento de diversos tipos de tumores, han 
sido tradicionalmente, y todavía siguen siendo, la base de la terapia del CCR. Su 
combinación con distintos fármacos en esquemas únicos de tratamiento ha logrado un 
aumento en las cifras de supervivencia pero, desgraciadamente, también un incremento 
de las reacciones adversas que ya de por sí, no son escasas en los enfoques basados en 
monoterapia144. Además, las reacciones adversas, provocan a menudo reducciones de 
dosis, retrasos en la administración de sucesivos ciclos de quimioterapia y suspensiones 
de tratamiento, limitando en multitud de pacientes alcanzar las cifras de eficacia 
señaladas en los ensayos clínicos74. Por tanto, la toxicidad asociada a este tipo de 
fármacos es uno de los principales problemas a los que diariamente se enfrentan 
oncólogos y pacientes siendo ésta a menudo severa y pudiendo llegar a ser, en 
ocasiones, letal.  
Poder predecir qué pacientes van a desarrollar efectos adversos a estos fármacos es una 
necesidad urgente y constituye uno de los objetivos de la farmacogenética. No obstante 
y, a pesar de la evidencia disponible sobre la toxicidad de las fluoropirimidinas, los 
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estudios cuyo objetivo principal es el análisis de dicha toxicidad, desarrollados 
principalmente en el ámbito del CCR y en menor medida en cáncer de mama, son 
mayoritariamente recientes166,173,227. Ello es debido a que tradicionalmente se han 
focalizado más en el análisis de la efectividad utilizando variables perfectamente 
definidas como tasa de respuesta, supervivencia global y supervivencia libre de 
progresión228,229.  
Cabe destacar que, con el fin de identificar biomarcadores de toxicidad a 
fluropirimidinas y ante esta urgente necesidad, la población evaluada en esta memoria 
ya fue parcialmente empleada en estudios previos por parte del grupo de investigación 
del Laboratorio de Farmacogenética y Farmacogenómica del Hospital Gregorio 
Marañón. Entre otros hallazgos, se identificaron asociaciones estadísticas entre algunos 
polimorfismos en ABCC1 (rs1128503, rs2032592 y rs1045642), CDA (rs2072671), TYMS 
(rs45445694) y ENOSF1 (rs2612091) y reacciones adversas severas, estableciéndose 
asimismo un perfil diferencial entre marcadores para 5-FU y para capecitabina83,197,216. 
También se identificaron polimorfismos asociados a toxicidad a oxaliplatino e irinotecan, 
fármacos que se administran conjuntamente con las fluoropirimidinas, lo cual es 
relevante dada la frecuencia de prescripción de regímenes combinados230. No obstante 
y a pesar de los hallazgos encontrados, la información disponible en cuanto a variantes 
genéticas asociadas a reacciones adversas a fluoropirimidinas continuaba siendo 
insuficiente. 
En el presente trabajo, que contó con una población mayor de pacientes a las 
previamente estudiadas, se pudieron identificar nuevos polimorfismos genéticos 
asociados a toxicidad, algunos de los cuales se localizaron en genes que no habían sido 
relacionados previamente.  
Los SNPs identificados en la presente memoria podrían utilizarse para mejorar el poder 
predictivo de los actuales test genéticos para predecir toxicidad a la quimioterapia en 
CCR. La situación ideal es aquella en la que con un simple test genético podamos 
identificar pacientes con elevado riesgo de sufrir reacciones adversas severas al 
tratamiento con capecitabina o 5-FU. Sin embargo, los actuales test farmacogenéticos 
utilizados para estos fármacos, desarrollados e implementados en varios hospitales para 
predecir toxicidad, son claramente insuficientes y dispares en cuanto a los genes 
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seleccionados, lo que supone que una gran proporción de pacientes continúen 
experimentando reacciones adversas severas. Hasta el momento, sólo unos pocos 
biomarcadores farmacogenéticos, como por ejemplo algunas variantes en DPYD, en 
mayor medida y TYMS y MTHFR con muchos interrogantes, son aplicados de forma no 
generalizada en la farmacogenética del CCR siendo su implementación en la práctica 
clínica rutinaria muy limitada168. Algunos test comerciales, que engloban al menos 17 
polimorfismos, muestran valores predictivos positivos de hasta 73% (IC 95%, 45-91%) y 
valores predictivos negativos de 68% (IC 95%, 64%-71%), como señalan Rosmarin y 
colaboradores (cols.). Estos autores sugieren la exclusión de varios polimorfismos 
injustificados, lo que conduciría a un mejor rendimiento. Incluso entonces, el poder 
predictivo sería modesto, poniéndose una vez más de manifiesto la necesidad de 
identificar y validar biomarcadores farmacogenéticos adicionales asociados a toxicidad 
por fluoropirimidinas en cohortes más grandes que soporten su paulatina 
implementación181. Mejorando el poder predictivo de los test actuales, podría 
mejorarse el coste/efectividad del tratamiento con estos fármacos162.  
Antes de analizar y discutir las asociaciones encontradas merece la pena profundizar en 
el análisis de las características basales de la cohorte de pacientes. Éste no reveló 
diferencias reseñables en cuanto a la distribución por sexo, lo cual es importante debido 
a la evidencia encontrada en la literatura acerca de la influencia del sexo y del tipo de 
cáncer de los pacientes en la respuesta al tratamiento quimioterápico188,231. Además, el 
sexo de los pacientes y el tipo de cáncer, fueron incluidos como variables de confusión 
en los análisis multivariantes no resultando estadísticamente significativos en ninguna 
de las asociaciones identificadas. En cuanto a la procedencia de los pacientes, más del 
90% de los mismos pertenecían a los hospitales Gregorio Marañón y 12 de Octubre y 
sólo una escasa proporción a los hospitales La Paz y Ramón y Cajal. En este sentido, cabe 
destacar que los 18 pacientes de diferencia entre la población analizada en el estudio 
de tag-SNPs y de exomas procedieron en su mayoría del Hospital 12 de Octubre. La 
inclusión de estos 18 pacientes es la causante de las pequeñas diferencias observadas 
entre las 2 poblaciones a estudio. Por ejemplo, el 46,5% de pacientes con tratamiento 
adyuvante en la población del estudio de tag-SNPs frente al 48,9% en la población del 
estudio de exomas, así como el 52,2% de pacientes en tratamiento metastásico en la 
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población del estudio de tag-SNPs frente al 49,8% en la población del estudio de exomas. 
Además, en el periodo de tiempo en el que se incorporaron estos pacientes era 
frecuente, en el Hospital 12 de Octubre, que los tratamientos en adyuvancia en CCR 
fueran con capecitabina en monoterapia. Eso hizo que se pasara de 20,9% de 
tratamientos en monoterapia en la población del estudio de tag-SNPs a 22,3% en el 
estudio de exomas, así como de 79,1% de tratamientos en combinación en la población 
de tag-SNPs frente a 77,7% en la de exomas. Dada la posible influencia de ligeras 
diferencias en la práctica clínica entre hospitales, se incluyó también el hospital de 
referencia como variable de confusión. Sin embargo, no se reveló ninguna asociación 
estadísticamente significativa independiente entre estas variables de confusión, sexo y 
hospital de procedencia, y reacciones adversas severas. 
En cuanto al análisis de toxicidad en la población de estudio se observó que 2 de las 3 
reacciones adversas severas observadas con mayor frecuencia fueron síndrome mano-
pie y diarrea, las cuales han sido descritas como las principales para este fármaco. La 
frecuencia de las mismas fue similar a la obtenida en otros estudios encontrados en la 
literatura (3-10% y 10-25%, respectivamente)162,232–235. 
Tal y como se establece en los objetivos de esta memoria se emplearon 2 técnicas 
diferentes en la búsqueda de variantes genéticas asociadas a reacciones adversas. Estas 
técnicas, hasta ahora escasamente empleadas en la farmacogenética de las reacciones 
adversas a fluoropirimidinas directamente en pacientes, fueron la selección de tag-SNPs 
y la secuenciación de exomas. 
La técnica de selección de tag-SNPs resultó exitosa en la identificación de nuevos 
biomarcadores de riesgo de reacciones adversas graves a la capecitabina. Este hecho 
queda demostrado por la identificación de 10 SNPs, de los cuales sólo uno había sido 
previamente descrito en relación a toxicidad inducida por capecitabina, rs2072671 en 
CDA181,196. Los resultados de este subestudio han sido publicados en la revista 
Pharmacological Research (Anexo 2)236. 
La utilización de tag-SNPs ya había sido utilizada exitosamente en la investigación del 
riesgo o susceptibilidad de CCR132,134,136. No obstante, en el estudio realizado por 
Wheeler y cols. se identificaron 10 tag-SNPs, uno de los cuales, el rs9936750, situado en 
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una región intergénica próxima a los genes IRX6, CES1 y MMP2, fue asociado con 
síndrome mano-pie inducido por capecitabina237. A diferencia del abordaje realizado en 
esta memoria, Wheeler y cols., entre los que se encuentra el grupo del Laboratorio de 
Farmacogenética del Hospital Gregorio Marañón, analizaron los tag-SNPs seleccionados 
en líneas celulares y posteriormente confirmaron la asociación con toxicidad a 
capecitabina en un grupo pacientes. Entre este grupo de pacientes se encuentra parte 
de la población de estudio de esta memoria. 
Entre las limitaciones del presente estudio se encuentra la técnica de selección en sí 
misma que, de por sí, excluye otros genes que indudablemente podrían estar asociados 
a toxicidad en la población estudiada, como podría ser el caso de MTHFR186, así como 
polimorfismos localizados en otras regiones no consideradas, como aquéllos localizados 
en intrones, regiones consideradas tradicionalmente sin importancia pero 
recientemente descritas en la regulación de la expresión de ciertos genes238,239. Los 
propios criterios de selección, como por ejemplo el considerar únicamente tag-SNPs con 
una frecuencia alélica superior a 0,05, podrían hacer que se perdieran SNPs fuertemente 
relacionados con toxicidad a capecitabina. Sin embargo, variantes con frecuencias muy 
bajas dificultan su implantación en test farmacogenéticos porque hacen que la relación 
coste/efectividad se incremente enormemente. 
La selección de los tag-SNPs, en este caso, se focalizó en los genes CDA, CES1, DPYD, 
ENOSF1, SLC22A7, TYMP, TYMS y UMPS. El presupuesto, las limitaciones técnicas y el 
número de pacientes analizado hicieron que se seleccionaran solo estos genes. 
Evidentemente, es un grupo pequeño de genes en relación a todos los que participan 
en la ruta de las fluoropirimidinas, pero el carácter exploratorio de la técnica para la 
identificación de SNPs asociados a toxicidad a capecitabina, justifica este estudio inicial. 
Por otro lado, y lamentablemente, la herramienta web SYSNPs no está accesible 
actualmente por lo que los resultados de la selección de SNPs no son verificables. Estos 
tag-SNPs seleccionados cubrían la región codificante, más interesante a priori, pero no 
se han analizado los SNPs correlacionados con las variantes seleccionadas. Esto será 
objeto de estudio futuro. Así, sería interesante analizar los SNPs en desequilibrio de 
ligamiento con los asociados a toxicidad severa en este estudio, rs532545 y rs471760 en 
CDA y rs15872, rs2847150, rs1051527, rs2853528, rs2853532 y rs2612100 en TYMS. El 
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análisis de estos SNPs correlacionados supondría el verdadero fundamento de los tag-
SNPs con el fin de identificar las verdaderas variantes causantes de la toxicidad240.  
Para minimizar la limitación del número elevado de asociaciones analizadas en la 
estadística se utilizó la corrección por FDR. Este método de corrección es ampliamente 
aceptado por la comunidad científica241. 
Por todas estas limitaciones, los datos obtenidos en esta memoria son insuficientes para 
identificar la totalidad de pacientes con riesgo elevado de reacciones adversas graves 
con un alto grado de certeza y explicar la toxicidad de los mismos, poniendo de 
manifiesto la necesidad de búsqueda de marcadores adicionales. Sin embargo, se 
considera que, incluso con estas limitaciones, los SNPs identificados son relevantes y 
sería de interés incluirlos en futuros análisis con el fin de ser validados.  
Por su parte, la secuenciación de exomas, nos permitió obtener por primera vez según 
nuestro conocimiento, un perfil global de todas las variantes en genes conocidos por 
participar en la farmacocinética y farmacodinamia de las fluoropirimidinas en pacientes 
que habían experimentado toxicidad severa tras el tratamiento con regímenes basados 
en capecitabina. Los resultados de este subestudio han sido publicados en la revista 
Pharmacogenomics (Anexo 3)242. Esta estrategia no reveló ninguna nueva variante 
relacionada con toxicidad a capecitabina. Sin embargo, resultó ser exitosa para 
encontrar claras asociaciones en variantes en DPYD y MTHFR con toxicidad global y 
retraso de dosis debido a toxicidad, respectivamente. Esto sugiere que la secuenciación 
de exomas podría ser útil en la identificación de nuevos biomarcadores para la 
predicción de toxicidad inducida por fluoropirimidinas en estudios con una población 
mayor a la utilizada en este trabajo. 
En farmacogenética, la secuenciación masiva ha sido utilizada, por ejemplo, para 
proporcionar un mapa de distribución global de alelos CYP de importancia clínica 
poniendo de manifiesto la gran variabilidad genética entre las principales poblaciones243 
o para identificar variantes en 231 genes relevantes en el metabolismo, transporte y 
eliminación de fármacos demostrando la utilidad de esta técnica en la obtención de 
perfiles personalizados farmacogenómicos244. En cuanto a la utilización de la 
secuenciación masiva en estudios de toxicidad a quimioterapia se han identificado 
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variantes asociadas a toxicidad de carboplatino y gemcitabina245. También han sido 
publicados estudios basados en el empleo de esta técnica en la investigación de CCR, 
que demuestran su aplicabilidad y mejora en la detección de mutaciones con adecuada 
sensibilidad y especificidad con respecto a las técnicas convencionales154,246,247.  
En este estudio se identificaron 3 nuevas variantes localizadas en regiones codificantes 
de DPYD, GGH y UCK1. Sin embargo, ninguna de ellas fue confirmada mediante 
secuenciación de Sanger, a pesar de que los parámetros de calidad en el proceso de la 
secuenciación de exomas fueron bastante buenos y ajustados a lo esperado. La 
secuenciación masiva, a pesar de su potencial, tiene limitaciones importantes. En 
comparación con la secuenciación clásica de Sanger, las secuencias individuales 
obtenidas en la secuenciación masiva son más cortas y contienen más errores pero el 
hecho de que cada base se encuentre representada en muchas secuencias hace que se 
pueda tener una buena certeza de la secuencia de millones de pares de bases151. Por 
otro lado, la NGS tiene menor sensibilidad para detectar mutaciones pero su 
rendimiento diagnóstico es mucho mayor debido a que se estudian todos los genes del 
genoma simultaneamente148. Otra limitación de la NGS son las alteraciones debidas a 
secuencias repetidas, algunas de las cuales pueden ser de un tamaño mayor que los 
fragmentos secuenciados y, por lo tanto, no pueden ser alineadas correctamente248. 
Por consiguiente, los 3 falsos positivos encontrados sugieren que debe extremarse la 
precaución en la interpretación de los resultados obtenidos con esta técnica. Asimismo, 
pone de manifiesto la importancia de validar dichos resultados y la necesidad de mejora 
en las técnicas de secuenciación masiva y de alineamiento. Esto está en consonancia con 
las conclusiones obtenidas por Ma y cols. que demostraron que la NGS permite detectar 
más variaciones que las técnicas convencionales pero que es necesario estudiar el valor 
clínico de estas variantes adicionales identificadas246. Por su parte, Serratì y cols también 
apuntaron en su revisión de la utilidad de la NGS en diferentes tumores sólidos y 
hematológicos que, aunque los resultados iniciales demuestran que la NGS puede 
mejorar la atención al paciente, guiándolos hacia terapias más dirigidas, aún su utilidad 
clínica y eficacia debe ser evaluada en sucesivos estudios249. 
Por otra parte, el presente estudio se focalizó en los genes candidatos con un papel 
conocido en la farmacocinética y farmacodinamia de las fluoropirimidinas, ya que se 
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consideró que estos genes podrían ser aquéllos con mayor potencial para influir en la 
toxicidad a capecitabina. Sin embargo, otras alteraciones en la secuencia de genes 
adicionales que no fueron estudiados en el presente trabajo, el posible efecto 
cooperativo entre algunas variantes en genes de diferentes vías o mecanismos de 
toxicidad alternativos (por ejemplo, a nivel de la regulación post-transcripcional, 
regulación de la transcripción por metilación o por micro ARNs) también podrían influir 
en las reacciones adversas y explicar la alta frecuencia y gravedad de la toxicidad de 
estos tratamientos250,251. Todos estos abordajes podrían ser empleados en un futuro 
para mejorar los test de predicción de riesgo de toxicidad severa a capecitabina.  
Asimismo, el actual conocimiento insuficiente sobre la funcionalidad de muchas de las 
variantes genéticas implicadas en esta ruta nos impide asignar con precisión un riesgo 
de toxicidad. Aunque este análisis reveló 17 SNPs en secuencias exónicas codificantes, 
estos resultados no explican completamente la toxicidad observada en los 8 pacientes 
seleccionados en el estudio, dado que, por ejemplo, los pacientes 2 y 5 (Tabla 28) no 
tenían ninguno de los 5 SNPs considerados como dañinos o potencialmente dañinos, 
pero, sin embargo, experimentaron toxicidad severa.  
Otra limitación del estudio de exomas en particular es el pequeño tamaño muestral, 
dado el carácter exploratorio del mismo, de tan sólo 8 pacientes con CCR tratados con 
capecitabina en comparación con otros estudios154,247. No obstante, aunque el tamaño 
muestral pudiera ser limitado, la NGS permitió validar 2 asociaciones entre 
polimorfismos y toxicidad a fluoropirimidinas, previamente descritas.  
Debido a que no se logró identificar ninguna variación genética no descrita previamente 
mediante esta técnica, el principal beneficio derivado de la secuenciación de exomas ha 
sido obtener información sobre la totalidad de las variantes genéticas en toda la 
secuencia codificante, y poder confirmar asociaciones con toxicidad, previamente 
descritas por otros autores. Los hallazgos preliminares presentados, de ser validados en 
una población mayor de pacientes, podrían ser de gran ayuda en la indicación de 
tratamientos basados en capecitabina en base a la presencia de determinadas variantes 
genéticas. 
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En esta memoria, aunque se ha realizado la secuenciación completa de los exomas, el 
análisis final se centró en un panel de genes, aquellos que intervienen o se han 
relacionado con la ruta de las fluoropirimidinas. En este sentido, la aplicación de las 
técnicas de secuenciación masiva a paneles de genes, en lugar de exomas completos, 
podría ser interesante ya que permitiría reducir el coste de la técnica, mejorando el ratio 
coste/efectividad y reduciendo la complejidad asociada al análisis de los resultados. 
En el caso de la toxicidad a fluoropirimidinas, y dado el papel tan relevante de DPYD en 
la toxicidad, se ha propuesto la secuenciación únicamente de los 23 exones de este gen 
para identificar las variantes en pacientes con una elevada toxicidad174,252,253. De hecho, 
la secuenciación completa de DPYD por la técnica de Sanger está siendo utilizada de 
manera rutinaria en el Laboratorio de Farmacogenética y Farmacogenómica del Hospital 
Gregorio Marañón en pacientes con elevada toxicidad a fluoropirimidinas negativos 
para las 3 variantes cuya determinación está recomendada (rs3918290, rs55886062 y 
rs67376798). De esta manera, se ha podido descubrir una nueva variante en DPYD, no 
descrita previamente, en una paciente y que es la causa de la pérdida del exón 19 en la 
transcripción del gen generándose una proteína no funcional (datos no mostrados, 
García-González X y cols. enviado). Sin embargo, esta aproximación se utiliza en pocos 
sitios y será sustituida, sin duda en un futuro cercano, por la secuenciación masiva 
debido al abaratamiento de costes esperado para esta técnica en los próximos años254. 
En la actualidad secuenciar sólo los exones de DPYD supone un coste de 
aproximadamente 250€ (Hospital General Universitario Gregorio Marañón) frente al 
coste de secuenciar un exoma completo que oscila en torno a 400-600€ o un panel de 
genes en secuenciación masiva (entre 200-350€, dependiendo del número de muestras 
y genes). 
 
Las posibles implicaciones de las variantes identificadas asociadas significativamente a 
efectos adversos en los 2 estudios llevados a cabo se discuten a continuación agrupadas 
por gen con el fin de adquirir una visión global de cada gen asociado a toxicidad.  
Dichas asociaciones, identificadas por ambas aproximaciones, podrían contribuir a una 
mejora en la calidad de vida de los pacientes y al sostenimiento de los sistemas de salud 
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mediante la mejora en el uso eficiente de las alternativas disponibles, reduciendo los 
costes asociados a los efectos adversos graves. No obstante, necesitan ser validadas en 
cohortes mayores antes de poder ser plenamente útiles en la selección de pacientes de 
bajo riesgo de toxicidad al tratamiento con capecitabina y, consecuentemente, en la 
exclusión de aquéllos en los cuales la toxicidad asociada no justifica el fin terapéutico.  
 
5.1.- Dihidropirimidina deshidrogenasa 
La DPYD es una enzima crucial en la ruta de las fluoropirimidinas y tiene un papel 
fundamental en el metabolismo del 5-FU, de manera que los pacientes con una 
deficiencia sistémica de DPYD tienen una capacidad reducida de degradación del mismo 
y por lo tanto son candidatos a desarrollar toxicidad asociada196,255,256. Ciccolini y cols. 
estimaron que más del 60% de los casos de toxicidad a 5-FU podrían estar relacionados 
con una función alterada de DPYD257. Así, la deficiencia enzimática de DPYD ha sido 
considerada durante décadas la principal causa de toxicidad severa y letal asociada a 
fluoropirimidinas y se ha reconocido como un importante factor farmacogenético.  
Las variaciones genéticas más comunes, cuya asociación entre la incidencia de toxicidad 
por fluoropirimidinas y su presencia ha sido claramente documentada, son DPYD*2A 
(rs3918290), DPYD*13 (rs55886062) y c.2846A>T (rs67376798). En el estudio más 
amplio hasta la fecha realizado en 2.886 pacientes tratados con quimioterapia 
adyuvante basada en FOLFOX o FOLFIRI con o sin cetuximab, DPYD*2A y rs67376798 
fueron asociados estadísticamente a toxicidad de grado superior a 3171, hallazgos 
confirmados en otros trabajos y meta-análisis181. No obstante, recientes estudios han 
demostrado que multitud de pacientes que no presentaban dichas variantes, mostraban 
una actividad enzimática reducida169.  
En el presente trabajo, todos los pacientes incluidos tenían previamente genotipadas 
estas 3 variantes en DPYD (datos no mostrados), pero la frecuencia de las mismas era 
tan baja que no explicaba la toxicidad de la mayoría de los pacientes que la sufrían, lo 
que justificaba el estudio de posibles variantes genéticas diferentes que pudieran estar 
contribuyendo a la toxicidad. Además, los 8 pacientes cuyo exoma fue secuenciado eran 
negativos para dichos polimorfismos, lo que implica que la probabilidad de encontrarlos 
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era nula, hecho que sí podría ocurrir si los pacientes se hubieran seleccionado de un 
modo completamente ciego. 
Varios fueron los polimorfismos en DPYD analizados en los dos estudios realizados en 
esta memoria. De los 5 SNPs analizados en DPYD en el estudio de tag-SNPs, sólo 
rs12119882 resultó asociado a una reacción adversa severa, en este caso toxicidad 
hepática medida por los niveles de bilirrubina (Tabla 21). Los 5 SNPs analizados se 
localizaron en regiones 3’UTR y en regiones downstream. Este polimorfismo, 
rs12119882, localizado en la región downstream del gen, no había sido previamente 
asociado a toxicidad por fluoropirimidinas. Sin embargo, lo presentan entre el 2 y el 17% 
de la población europea siendo la frecuencia más alta de todas, la observada en el País 
Vasco258. La relativamente alta frecuencia de este SNP en población española 
comparado con la mayoría de SNPs en DPYD y fundamentalmente con aquellos cuyo 
genotipo está recomendado analizar, hace que sea un candidato extraordinario para 
validar en futuros estudios y analizar su contribución al poder predictor del riesgo de 
toxicidad severa.   
En el estudio de exomas 5 SNPs no sinónimos fueron identificados en DPYD en los 8 
pacientes (rs1801158 p.Ser534Asn, rs1801159 p.Ile543Val, rs1801265 p.Cys29Arg, 
rs1801160 p.Val732Ile y rs2297595 p.Met166Val) (Tabla 29). De ellos, 3 fueron 
considerados como dañinos o probablemente dañinos por PolyPhen-2 o SIFT 
(rs1801158, rs1801160 y rs2297595), mientras que los otros 2 fueron catalogados como 
sin efecto sobre la funcionalidad de la proteína (rs1801159 y rs1801265). De los 3 SNPs 
que fueron analizados por ser potencialmente dañinos sólo el rs1801160 resultó 
asociado significativamente a riesgo de toxicidad global.  
En la literatura estas variantes han sido estudiadas en otros estudios con resultados muy 
dispares. Así, el resultado de este trabajo para la variante rs1801160 (c.2194G>A) se 
encuentra en línea con los hallazgos previos de asociaciones entre este SNP y reacciones 
adversas severas tras el tratamiento con regímenes basados en 5-FU en CCR162,259. Esto 
ha sido confirmado muy recientemente, en un análisis con 10 SNPs en DPYD, el cual 
reveló que los pacientes tratados con fluoropirimidinas portadores de la variante A para 
el polimorfismo rs1801160 tenían mayor probabilidad de sufrir reacciones adversas, 
especialmente neutropenia, y un menor tiempo transcurrido desde la primera dosis a la 
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aparición del efecto adverso severo260,261. Sin embargo, otros estudios sostienen la no 
relación de este polimorfismo con toxicidad a fluoropirimidinas175. 
Con respecto a los otros dos polimorfismos analizados, rs2297595 y rs1801158, los 
resultados son igualmente contradictorios. Algún estudio relaciona, entre otros, el SNP 
rs2297595 con reacciones adversas severas a fluoropirimidinas260, mientras que otros 
incluso le adjudican un carácter protector de la toxicidad asociada a fluoropirimidinas259. 
Lo mismo ocurre con el polimorfismo rs1801158, aunque en este caso es mayoritaria la 
no relación con la toxicidad inducida por fluoropirimidinas162,175,259,262. Algunos autores 
sugieren, sin embargo, que estos SNPs podrían ser interesantes para predecir toxicidad 
frente a fluoropirimidinas en una variedad de cánceres debido a su asociación 
documentada en cáncer gastroesofágico y cáncer de mama172. 
Los resultados presentados en esta memoria, por tanto, aportan evidencias de la 
asociación del SNP rs1801160 con toxicidad a tratamientos basados en capecitabina, 
pero no de los SNPs rs2297595 o rs1801158 y aportan un valor que tendrá que ser 
evaluado posteriormente mediante meta-análisis que tengan en cuenta todos los 
trabajos.  
Estos resultados controvertidos sobre la asociación entre estas variantes y la toxicidad 
inducida por fluoropirimidinas podrían deberse al papel individual mínimo de cada 
variante en la disminución de la actividad de DPYD, suponiendo un efecto aditivo cuando 
varias de ellas están presentes simultáneamente y explicando, de este modo, la 
toxicidad encontrada en algunos pacientes. En este sentido, se decidió analizar el posible 
efecto acumulativo de las variantes en DPYD localizadas en regiones codificantes en las 
reacciones adversas severas observadas en la cohorte de 319 pacientes. Esta 
aproximación no es del todo nueva ya que Gentile y cols. ya han mostrado cómo un 
haplotipo con 3 variantes en DPYD, denominado hap7 (rs1801160 c.2194G>A, 
rs1801265 c.85C>T y rs2297595 c.496A>G) causa una disminución de la actividad de 
DPYD similar a la causada por el alelo DPYD*2A, cuyo genotipado está recomendado 
para prevenir toxicidad severa a fluoropirimidinas263. La frecuencia de prescripción de 
GCSF, toxicidad hepática y global, síndrome mano-pie, astenia y retraso en el 
tratamiento, reducción de dosis o retirada de capecitabina por toxicidad fue superior en 
pacientes con una puntuación de 4 o mayor en el algoritmo creado para los 5 SNPs de 
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DPYD que fueron analizados, aunque estas diferencias no fueron estadísticamente 
significativas (Tabla 33). Sin embargo, este dato puede ser revelador y justifica que se 
hagan nuevos estudios incluyendo un mayor número pacientes, seleccionando 
determinados SNPs en DPYD o asignando valores diferentes en función de la actividad 
estimada de la proteína. 
Varias fueron las limitaciones en el análisis de las variantes de DPYD, que por otra parte, 
pueden ser aplicables al resto de genes. Por un lado, la administración de oxaliplatino 
junto a la capecitabina fue analizada como covariable de confusión en la asociación del 
SNP rs1801160 con toxicidad global. Esta covariable fue estadísticamente significativa, 
lo cual es lógico ya que se ha documentado que el oxaliplatino contribuye a incrementar 
la severidad de algunas reacciones adversas, por ejemplo neuropatía y fatiga264. No 
obstante, en el presente estudio, a pesar de las variables de confusión analizadas, la 
asociación entre el SNP rs1801160 en DPYD y toxicidad global fue independiente. Esto 
hace que un estudio del riesgo de toxicidad en pacientes con la variante rs1801160 
tratados con la combinación de capecitabina y oxaliplatino tenga mucho sentido por su 
contribución independiente a la toxicidad. En resumen, la variante rs1801160 es un 
excelente candidato para ser validado mediante nuevos ensayos, idealmente clínicos, 
donde la terapia y la dosificación se hagan bajo criterios genotípicos y se compare con 
un brazo control, sin el uso de test genéticos.  
 
5.2.- Timidilato sintasa 
La timidilato sintasa es la principal diana del 5-FU (Figuras 4 y 5) y por este motivo ha 
sido ampliamente estudiada en farmacogenética en fluoropirimidinas. Varios son los 
polimorfismos descritos en este gen y que se ha descrito que pueden influir en la 
respuesta a fluoropirimidinas, aunque sin un consenso claro. Los más destacados son 
una repetición de 28 pares de bases en la región promotora y una deleción de 6 pares 
de bases en la región 3´UTR265–267.  
En la presente memoria, con el fin de identificar nuevos marcadores de toxicidad, fueron 
2 los tag-SNPs seleccionados en TYMS para estudiar su asociación con reacciones 
adversas severas, rs2853741 y rs699517, localizados en regiones upstream y 3´UTR, 
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respectivamente. Ambos resultaron asociados a reacciones adversas severas, 
concretamente a diarrea en el caso del SNP rs2853741 y a náuseas/vómitos, pérdida de 
peso/anorexia y astenia en el caso del SNP rs699517 (Tabla 21).  
En base a nuestro conocimiento, es la primera vez que la variante rs2853741 es 
estudiada y que, en consecuencia, es asociada a toxicidad por quimioterapia. En este 
caso, la variante C para el polimorfismo rs2853741 resultó protectora frente a diarrea 
severa. Al localizarse este SNP en la región upstream del gen, este efecto puede ser 
debido a que altere alguna secuencia de unión a un factor de transcripción, aumentando 
la misma, o bien a que este tag-SNP no sea el causal y sí algún SNP en desequilibrio de 
ligamiento. Este punto deberá ser dilucidado en futuros estudios.  
Por su parte, la variante rs699517 únicamente ha sido estudiada en relación a 
susceptibilidad a cáncer gástrico y pulmonar sin hallazgos significativos268,269. Así, la 
variante T resultó ser un factor pronóstico de aumento del riesgo de sufrir 
náuseas/vómitos severos y de pérdida de peso/anorexia severa en pacientes con CCR 
en tratamiento con capecitabina. Por otro lado, la misma variación se mostró asociada 
a una menor probabilidad de sufrir astenia severa. Estos resultados, aparentemente 
contradictorios, en los que una misma variante es favorecedora de riesgo sobre unos 
efectos adversos y protectora sobre otros, ya han sido observados por el grupo de 
investigación del Laboratorio de Farmacogenética y Farmacogenómica del Hospital 
Gregorio Marañón en el polimorfismo rs34489327197. En ese estudio, los portadores de 
la deleción de 6 pares de bases en la región 3’UTR de TYMS tenían una mayor 
probabilidad de náuseas y vómitos severos (15%) que los portadores de la inserción 
(1,9%), mientras que los portadores de la deleción tenían un menor riesgo de sufrir 
síndrome mano-pie o astenia que los portadores de la inserción. Los datos sugieren que 
los mecanismos de aparición de náuseas/vómitos asociados a capecitabina son 
diferentes a los de otras toxicidades. Esta aparente contradicción también podría ser 
explicada por sesgos metodológicos, por ejemplo, debido al elevado número de 
combinaciones entre efectos adversos y genotipos. Sin embargo, en esta memoria, el 
ajuste realizado tanto con variables de confusión como por el FDR, utilizado en estudios 
con muchas variables, minimiza que esto sea lo que está ocurriendo270. Por otra parte, 
esto también puede ser debido a que el SNP causal sea realmente otro o bien sea un 
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haplotipo o combinación de SNPs que incluya este SNP entre otros271. Por otro lado, las 
limitaciones propias del estudio, como el tamaño muestral o las diferentes 
combinaciones de tratamientos podrían influir en este resultado. En cualquier caso, el 
resultado obtenido es suficientemente robusto como para justificar el estudio de estos 
2 nuevos SNPs, o bien SNPs en desequilibrio de ligamiento con ellos, en futuras 
investigaciones.  
En el estudio de identificación de polimorfismos genéticos mediante secuenciación 
masiva de exomas no se identificó ninguna variación en el gen TYMS en ninguno de los 
8 pacientes cuyo exoma fue secuenciado. Esto es lógico dada la pequeña muestra que 
se utilizó en esta aproximación experimental y las pequeñas frecuencias de variación 
genética en este gen en región codificante, debido al importante papel del mismo en la 
síntesis de ADN, y por lo tanto en la supervivencia y proliferación celular, así como en el 
metabolismo de folato272. 
Por lo tanto, estos resultados abren nuevas vías de estudio de marcadores en TYMS 
asociados a toxicidad inducida por fluoropirimidinas.  
 
5.3.- Metilentetrahidrofolato reductasa 
La enzima MTHFR es clave en el metabolismo del ácido fólico participando en la 
homeostasis y en la regulación del folato intracelular, esencial para la síntesis de 
proteínas y ácidos nucleicos273. Los polimorfismos más frecuentes y estudiados en 
MTHFR son C677T (rs1801133) y A1298C (rs1801131). Una de estas variantes, calificada 
además como dañina o potencialmente dañina por SIFT y PolyPhen, la rs1801133, 
cambia una alanina por una valina en la posición 222 de MTHFR, y fue identificada en 6 
pacientes de los que se secuenció su exoma (Tabla 28). Este SNP fue asociado 
estadísticamente a retraso en la administración de sucesivas dosis de capecitabina 
debido a toxicidad en esta memoria, lo que constituye uno de los dos hallazgos más 
robustos obtenidos. Esta asociación estadísticamente significativa fue independiente de 
las variables de confusión, entre las cuales se encontraba la administración 
concomitante de otros fármacos, entre ellos el oxaliplatino, el cual también se asoció a 
retraso en la administración. Esta asociación, al igual que en la identificada entre el SNP 
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rs1801160 en DPYD y riesgo de toxicidad global, es esperada puesto que el oxaliplatino 
contribuye a incrementar la severidad de algunas toxicidades específicas264. 
Los resultados del presente trabajo son consistentes con los publicados por otros 
autores, los cuales sugieren que el SNP rs1801133 podría estar asociado con toxicidad 
severa y con el resultado del tratamiento basado en fluoropirimidinas en pacientes con 
CCR274,275. En el estudio de Glimelius y cols. fue el genotipo CC en rs1801133 el que se 
asoció a unas mayores tasas de toxicidad192. No obstante, otros autores sostienen que 
este mismo genotipo podría estar relacionado con un menor riesgo de toxicidad191,276. 
Además, en un trabajo previo del grupo de investigación del Laboratorio de 
Farmacogenética y Farmacogenómica del Hospital Gregorio Marañón, no se encontró  
asociación entre el polimorfismo rs1801133 y toxicidad en un subgrupo de los mismos 
pacientes analizados en la presente memoria, datos que también encontraron otros 
autores189,197. En este caso, el incremento del tamaño de la muestra ha podido mejorar 
los análisis estadísticos. Este resultado aparentemente contradictorio en el que la única 
variación ha sido el tamaño muestral, en gran parte, puede explicar la enorme 
variabilidad de resultados encontrados en la literatura en relación a este SNP en 
concreto, y en general en farmacogenética sugiriendo que un tamaño muestral 
insuficiente conduce a asociaciones inexistentes. 
Además de este SNP, rs1801133, otros 2 no sinónimos fueron identificados en MTHFR 
(rs2274976 p.Arg594Gln y rs35737219 p.Thr653Met), los cuales no tenían teóricamente 
efecto sobre la funcionalidad de la proteína. Sin embargo, al menos uno de ellos, el 
rs2274976, ha sido relacionado con respuesta a quimioterapia basada en 5-FU en 
pacientes chinos con cáncer gástrico, por lo que no podemos descartar un efecto 
también en la toxicidad y probablemente merecerá la pena estudiarlo en futuros 
proyectos277. 
 
5.4.- Citidina deaminasa 
La enzima CDA tiene un papel crucial en la conversión de capecitabina a 5-FU. Se han 
descrito varios polimorfismos en el gen CDA que se han asociado con variación en los 
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niveles de ARNm y por consiguiente en los niveles proteicos, y con toxicidad a 
medicamentos.  
De los SNPs en CDA analizados en la presente memoria, el más estudiado, sin duda 
alguna, es el rs2072671, en el que una lisina es cambiada por una glicina en la posición 
27 de CDA226. Este cambio hace que pacientes portadores de la variante muestren tasas 
reducidas de aclaramiento de gemcitabina, un fármaco metabolizado por CDA, y en 
consecuencia, una toxicidad más severa al mismo278. Este SNP no solo fue incluido en el 
estudio de tag-SNPs, sino que también fue identificado en el estudio de exomas. 
La asociación de este SNP con toxicidad inducida por capecitabina ha sido claramente 
documentada195,197. Así, su asociación con toxicidad global coincide con los resultados 
obtenidos por García-González y cols. en una subpoblación de la cohorte de pacientes 
utilizada en esta memoria. La confirmación en este trabajo refuerza el poder predictivo 
de esta variante en la prevención de reacciones adversas severas197. El estudio de dicha 
variante en una población mayor de pacientes ha hecho posible identificar, además, la 
asociación de este SNP con riesgo elevado de síndrome mano-pie. En contraste con 
nuestros resultados, otros estudios no muestran una conexión entre este SNP y 
toxicidad inducida por fluoropirimidinas181,205, lo que podría ser debido a diferencias en 
el diseño del estudio, tamaño muestral, los criterios para establecer un corte para las 
reacciones adversas severas o las variaciones en la medicación concomitante279.  
El SNP rs2072671, como se ha comentado anteriormente, se identificó igualmente en el 
estudio de secuenciación de exomas (Tabla 29). Sin embargo, este polimorfismo no fue 
analizado en la población general por ser considerado como tolerado y benigno por SIFT 
y PolyPhen-2. No obstante, la variante A de este SNP se encontró presente en 5 
pacientes homocigotos y en 3 heterocigotos de los 8 pacientes cuyo exoma fue 
secuenciado, lo que podría explicar parte de la toxicidad observada en los mismos. Este 
hecho, unido a su elevada frecuencia en la población europea (46-88%), justificaría sin 
lugar a dudas su inclusión en futuros estudios para verificar su asociación a toxicidad y 
su implementación en clínica. 
Por otra parte, los otros 2 tag-SNPs analizados también resultaron asociados a 
reacciones adversas severas (rs12726436 con retraso de dosis y rs1048977 con 
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hiperbilirrubinemia) (Tabla 21). El primero se localiza en la región 5’UTR y el segundo es 
un SNP sinónimo que no provoca un cambio de aminoácido. Ninguno de estos 2 tag-
SNPs han sido estudiados hasta la fecha en profundidad y, de acuerdo a nuestro 
conocimiento, en ningún caso han sido relacionados con toxicidad inducida por 
quimioterapia280. En base a ello, por primera vez, estos SNPs han sido asociados en el 
presente a toxicidad por fluoropirimidinas lo que hace que sean buenos marcadores a 
incluir en futuros estudios para su validación en cohortes más grandes. 
Cabe destacar que algunas variables de confusión también resultaron significativas en 
el análisis. Así las asociaciones de CDA rs12726436 con retraso de dosis y de CDA 
rs2072671 con toxicidad global se mantuvieron estadísticamente significativas aunque 
la administración de oxaliplatino y de bevacizumab fuera también significativa. 
Finalmente, el SNP rs3215400, identificado en 7 de los 8 pacientes cuyo exoma fue 
secuenciado, tampoco fue seleccionado para su estudio por no localizarse en zona de 
codificación para proteína. Sin embargo, este SNP se asocia a toxicidad inducida por 
fluoropirimidinas en algunos trabajos195,196, por tanto, sería interesante evaluar su 
impacto en la toxicidad en futuros estudios. 
 
5.5.- Solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 7 
OAT2, codificado por el gen SLC22A7, es un transportador de aniones orgánicos hacia el 
interior de la célula cancerosa, responsable de parte de la captación del 5-FU (Figura 
4)182,281. De esta manera, las variantes genéticas correlacionadas con un aumento de 
OAT2 podrían conducir a un transporte más marcado de este fármaco hacia el interior 
celular y podrían explicar el aumento de la toxicidad asociada.  
En la presente memoria, fueron 4 los tag-SNPs en SLC22A7 seleccionados para el estudio 
de su asociación con reacciones adversas, rs17209379, rs1574430, rs2270860 y 
rs4149178, localizados en regiones upstream, downstream, codificante sinónima y 
3’UTR, respectivamente. De estos 4 SNPs, 2 resultaron asociados a reacciones adversas 
severas, rs2270860 con riesgo de toxicidad cutánea y rs4149178 con diarrea (Tabla 21). 
Según nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se describen asociaciones entre 
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ciertas variantes en SLC22A7 y reacciones adversas a tratamientos basados en 
capecitabina, lo que supone un hallazgo relevante. No obstante, aunque la variante 
rs4149178 no se ha encontrado descrita previamente en relación a toxicidad inducida 
por fluoropirimidinas, sí ha sido asociada con anterioridad a cardiotoxicidad inducida 
por antraciclinas en niños282. Esto puede sugerir que la zona 3’UTR donde se localiza esta 
variante puede ser de relevancia en la regulación post-transcripcional283. 
Cabe destacar que, en el caso de la asociación entre la variante rs4149178 y riesgo de 
diarrea, dicha reacción adversa fue también asociada estadísticamente a la 
administración de irinotecan como fármaco concomitante. No obstante, en el presente 
estudio, el análisis estadístico multivariante considerando la posible contribución de los 
fármacos quimioterápicos concomitantes, mostró una asociación independiente entre 
el SNP rs4149178 en SLC22A7 y diarrea severa.  
La identificación de 2 nuevas variantes en SLC22A7 es de gran relevancia en el marco de 
biomarcadores predictivos de toxicidad dado que el 36% de los tumores de CCR 
sobreexpresan OAT2, un hallazgo que se ha asociado con una respuesta tumoral 
objetiva a la quimioterapia basada en fluoropirimidinas284. 
En el estudio de identificación de polimorfismos genéticos mediante secuenciación 
masiva de exomas no se identificó ninguna variación no sinónima en el gen SLC22A7 en 
ninguno de los 8 pacientes cuyo exoma fue secuenciado. Por este motivo, ninguno de 
los 3 polimorfismos identificados en los 8 pacientes se tuvo en cuenta en el análisis. No 
obstante, uno de ellos, rs2242416 localizado en región downstream, se encontró 
presente en 7 pacientes, lo que sería podría ser interesante analizar más en detalle, a 
pesar de que no se ha encontrado bibliografía en relación a este SNP. 
 
5.6.- Uridina monofosfato sintetasa 
La enzima UMPS constituye una de las enzimas responsables del metabolismo del 5-FU 
lo que permite alcanzar compuestos activos en células tumorales de forma directa, 
desempeñando un papel fundamental en los efectos citotóxicos de este fármaco (Figura 
4)46,51. El gen que codifica para esta enzima, aunque con resultados discordantes, ha sido 
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uno de los más estudiados dentro de las vías de activación del 5-FU y ciertas variantes 
en este gen han sido asociadas a resistencia farmacológica adquirida en algunas líneas 
celulares cancerosas206,285. Se ha documentado que la disrupción del gen UMPS podría 
constituir un importante factor de baja respuesta a 5-FU206. Por el contrario, una 
actividad incrementada de la enzima podría ligarse a una mayor toxicidad asociada a 
este fármaco144,180,286. 
Dos de los cinco SNPs estudiados en el análisis de tag-SNPs, rs2279199 y rs4678145, 
resultaron asociados por primera vez a toxicidad inducida por capecitabina, 
concretamente a náuseas/vómitos y astenia, respectivamente (Tabla 21). Estos 
hallazgos son de gran relevancia y abren, al igual que ocurre con SLC22A7 el abanico de 
posibles genes con variantes que son interesantes de estudiar en futuros trabajos en 
relación a riesgo de toxicidad inducida por fluoropirimidinas. 
Asimismo, aunque no se seleccionó ninguna variante en UMPS en el estudio de exomas 
por no encontrarse ninguna de ellas en regiones codificantes no sinónimas, la variante 
UMPS rs2279199 se encontró presente en 5 de los 8 pacientes cuyo exoma fue 
secuenciado, por lo que podría ser interesante analizar si su presencia podría estar 
contribuyendo en parte a la toxicidad observada en estos pacientes. 
 
 
Los estudios farmacogenéticos tienen limitaciones que merecen ser comentadas y que 
son las responsables en gran medida de la falta de reproducibilidad en los estudios de 
toxicidad, lo que hace difícil la identificación y validación de biomarcadores 
farmacogenéticos279. A ello contribuyen los distintos criterios utilizados en los diferentes 
estudios en cuanto a la gradación de efectos adversos (CTCAE81, Organización Mundial 
de la Salud287), los diferentes límites para considerar toxicidad severa (>1189,216, >2155 o 
>3288),  la existencia de variables de confusión con potencial para influir en la toxicidad, 
principalmente fármacos concomitantes, y la diversidad de efectos adversos 
considerados. 
Por su parte, las reducciones o retrasos de dosis no necesariamente se deciden 
exclusivamente ante una toxicidad severa; sino que el oncólogo puede inclinarse por 
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estas decisiones ante toxicidades moderadas persistentes en el tiempo o que afectan de 
forma considerable a la calidad de vida del paciente289. Este hecho también complica 
enormemente la evaluación de los resultados de toxicidad y farmacogenética y supone 
una limitación de los estudios en general y de éste en particular, ya que algunos 
pacientes hubieran alcanzado probablemente toxicidad severa de haber continuado con 
el tratamiento inicial. 
La toxicidad global es el parámetro de toxicidad más útil clínicamente hablando. Sin 
embargo, en muchos de los análisis estudiados y, en base a nuestra experiencia, un SNP 
puede ser protector frente a una reacción adversa en concreto y de riesgo para otra, 
haciendo que al analizar la toxicidad global un dato anule al otro. Además, toxicidades 
diferentes pueden ser mecánicamente distintas y estar asociadas con variantes 
genéticas en diferentes genes, tal y como se ha discutido anteriormente. Esta es una 
limitación de la presente memoria que debería ser analizada en profundidad en 
cohortes más grandes. 
Otra limitación de los estudios farmacogenéticos de toxicidad a estos fármacos es que, 
a veces, se consideran indistintamente pacientes tratados con 5-FU y capecitabina, 
fluropirimidinas con perfil de toxicidad ligeramente distinto, con lo que pierden 
información relevante para la asociación de toxicidad con el fármaco específico144. 
Para salvar algunas de las limitaciones propias de los estudios farmacogenéticos, que se 
acaban de comentar, se decidió normalizar la gradación de efectos adversos en base a 
los criterios CTCAE y considerar como límite de toxicidad severa aquéllas reacciones 
adversas de grado >2, criterios ya utilizados en estudios previos83. Este límite fue el 
elegido puesto que, a partir del mismo, es más probable que la práctica clínica habitual 
empiece a alterarse en cuanto a modificaciones de dosis, retrasos en la administración 
o retiradas de tratamiento. Para salvar la limitación de los fármacos concomitantes, que 
pudieran distorsionar los resultados de toxicidad debido a reacciones adversas 
específicas, se incluyeron éstos como variables de confusión en el análisis de asociación 
multivariante. 
Asimismo, se evitó incluir a pacientes que no tuvieran un estado aceptable, por lo que 
se incluyó como criterio de inclusión una puntuación ECOG menor o igual a 2. La escala 
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ECOG, aunque es un poco subjetiva, permite unificar criterios en la medida de cómo la 
enfermedad afecta a la calidad de vida diaria de los pacientes290. Cabría esperar que, en 
pacientes con peor estado funcional fuera más complicado evaluar la toxicidad, debido 
a que podría verse distorsionada por la situación clínica del paciente, hecho por el cual 
se consideró el límite ECOG previamente mencionado. 
Los resultados obtenidos en la presente memoria aportan, por tanto, nuevos 
biomarcadores que contribuyen a paliar la necesidad de mejorar el poder predictivo de 
los test farmacogenéticos actuales así como la necesidad de la realización de estudios 
que profundicen en la prevención de reacciones adversas, que diariamente afectan a las 
tasas de efectividad de los tratamientos con fluoropirimidinas y a la calidad de vida de 
numerosos pacientes. 
En definitiva, los resultados permiten ampliar el abanico de posibles variantes genéticas 
con influencia en el riesgo individual a sufrir reacciones adversas severas durante un 
tratamiento basado en capecitabina. La mayor parte de estas nuevas asociaciones 
pueden ser extrapoladas al tratamiento con 5-FU, excepto CDA y otras enzimas 
participantes en la conversión de capecitabina a 5-FU, aunque lógicamente, este punto 
necesita ser confirmado en poblaciones de pacientes tratadas bajo regímenes que 
contengan 5-FU.  
En los estudios de farmacogenética en general, y en particular en el caso de las 
fluoropirimidinas hay resultados discrepantes para una gran mayoría de SNPs. Este 
trabajo es importante porque contribuye a alimentar una de las versiones cuando hay 
controversia, y por lo tanto es importante porque sustentará meta-análisis en el futuro 
que ayuden a predecir el riesgo de toxicidad y a validar biomarcadores 
farmacogenéticos. 
En aquellas asociaciones que se han identificado en este trabajo y que coinciden con lo 
que recientemente se ha publicado en la literatura, como el DPYD*6, parece evidente 
que hay que incrementar el nivel de evidencia que se les da en grupos de trabajo como 
el CPIC (Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium) y valorar su inclusión 
en las guías clínicas existentes en farmacogenética. Para ello, hay que replicar estos 
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resultados en otras poblaciones y, sobre todo, hacer ensayos clínicos que validen su 
inclusión en los test genéticos existentes.  
El estudio de los tag-SNPs ha permitido comprobar cómo ésta es una buena herramienta 
para identificar nuevos SNPs asociados a toxicidad a capecitabina. Aunque muchos de 
los SNPs que han resultado asociados a toxicidad a capecitabina se corresponden con 
cambios en la secuencia de la proteína, dado que se ha priorizado eso en la selección de 
los mismos, será necesario evaluar los SNPs que se encuentren en desequilibrio de 
ligamiento e identificar los SNP causales.  
El estudio de exomas ha permitido obtener el perfil genético completo de lo que 
sabemos a día de hoy de la ruta de fluoropirimidinas. Los resultados obtenidos sugieren 
que, por un lado, tiene que haber más genes implicados en esta ruta, puesto que no 
todos los pacientes tienen variantes que ayuden a explicar la toxicidad observada. Por 
otro lado, sabemos que la secuenciación masiva es el futuro y que el big data asociado 
será de gran ayuda para elucidar ésta y muchas otras cuestiones. Mientras esta 
tecnología, a nivel de exomas o genomas, no se generalice en los sistemas de salud, los 
paneles de genes pueden ser una solución temporal que permita avanzar en la 
identificación de nuevas variantes importantes. 
Finalmente, el efecto aditivo de un grupo de variantes con escaso impacto cada una de 
manera independiente no queda demostrado en este trabajo, pero la tendencia 
observada en el estudio de las 5 variantes de DPYD hace ser optimista en que esta forma 
de explicar toxicidades, hasta ahora sin explicación, pueda ser una realidad en un futuro 
cercano y que merezca la pena explorarla en futuros estudios. 
Este trabajo contribuye al desarrollo de herramientas que permitan la identificación de 
pacientes con peor respuesta o mayor riesgo de sufrir efectos adversos al tratamiento 
quimioterápico, lo cual es esencial para mejorar y optimizar las terapias que reciben los 
pacientes con CCR.  
La caracterización de pacientes con una mayor predisposición genética para 
experimentar toxicidad permite individualizar los tratamientos y, en consecuencia, 
mejorar la calidad de vida, ahorrar costes e, indirectamente, aumentar la efectividad al 
evitar reducciones o retrasos dosis y suspensiones de tratamiento. Esta caracterización 
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de pacientes y poder predecir cuáles van a responder a la terapia o desarrollarán efectos 
adversos severos continúa siendo uno de los principales retos de la investigación en 
farmacogenética del CCR.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.- CONCLUSIONES 
 
 
 
 
  
 
 
  Conclusiones 
135 
 
6.- CONCLUSIONES 
1. El uso de tag-SNPs es una estrategia útil para encontrar nuevos polimorfismos 
asociados con toxicidad severa a capecitabina en genes candidatos. Los polimorfismos 
rs12726436, rs2072671 y rs1048977 en el gen CDA, rs12119882 en el gen DPYD, 
rs2270860 y rs4149178 en el gen SLC22A7, rs2853741 y rs699517 en el gen TYMS y 
rs2279199 y rs4678145 en el gen UMPS son biomarcadores de toxicidad severa al 
tratamiento con regímenes quimioterápicos basados en capecitabina en pacientes con 
CCR. Los polimorfismos rs12726436, rs1048977, rs12119882, rs2270860, rs4149178, 
rs2853741, rs699517, rs2279199 y rs4678145 fueron descritos por primera vez en esta 
memoria en relación a toxicidad inducida por fluoropirimidinas, en concreto por 
capecitabina. Todos estos  potenciales biomarcadores de toxicidad a capecitabina deben 
evaluarse en una población mayor de pacientes con CCR antes de ser aplicados en la 
práctica clínica.  
2. El análisis de las variantes genéticas en genes de la ruta de fluoropirimidinas mediante 
la secuenciación de exomas es una técnica válida para identificar SNPs asociados a 
toxicidad inducida por capecitabina. La secuenciación masiva de exomas permitió 
validar 2 biomarcadores específicos, previamente descritos aunque con discrepancias 
en la literatura, asociados al riesgo de toxicidad a capecitabina en los genes DPYD y 
MTHFR. No se identificó ningún nuevo polimorfismo en genes de la ruta de las 
fluoropirimidinas, probablemente debido al bajo tamaño muestral de 8 exomas de 
pacientes secuenciados. 
3. Conocer toda la secuencia codificante de los genes de la ruta de las fluoropirimidinas 
permite tener una visión global de la genética del paciente y de cómo responde éste al 
tratamiento. Sin embargo, esta visión es insuficiente dado que hay pacientes donde la 
toxicidad observada no puede ser explicada. Se hace necesario ampliar la secuenciación 
a zonas reguladoras e intrones, así como avanzar en el conocimiento de los genes 
humanos implicados en el metabolismo, transporte y eliminación de la capecitabina. 
4. A pesar de la tremenda capacidad de generar datos en la secuenciación de exomas, 
las limitaciones y errores de la técnica hacen imprescindible la validación de los 
polimorfismos obtenidos mediante el uso de otra tecnología, principalmente si éstos 
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son descritos por vez primera vez, tal y como se pudo comprobar con los 3 supuestos 
nuevos SNPs en DPYD, GGH y UCK1 en los pacientes cuyo exoma fue secuenciado. 
5. La toxicidad a capecitabina requiere de un análisis complejo y muy pocos casos 
pueden ser explicados por una única variante genética. La creación de algoritmos que 
incluyan el sumatorio de pequeños efectos inducidos por cada variante puede ayudar a 
incrementar los valores predictivos de riesgo de toxicidad. Así, el análisis del efecto 
acumulativo de las 5 variantes en DPYD estudiadas en regiones codificantes reveló una 
correlación positiva entre la prescripción de GCSF, toxicidad hepática y global, síndrome 
mano-pie, astenia y retraso, reducción de dosis o retirada de capecitabina por toxicidad 
en pacientes y el número de variantes en DPYD, aunque estas diferencias no fueron 
estadísticamente significativas. 
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